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Resumo

A subtribo Lychnophorinae abrange nove géneros, encontrados nos campos
rupestres nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias, tendo, a maioria das espécies,
alto grau de endemismo. Um desses géneros €& Lychnophora, o qual apresenta
discordancia entre diferentes autores quanto ao seu limite e nimero de espécies
(desde 68 a apenas 11). Essa diferenca de interpretacdo baseia-se na sinonimizacéao e
na transferéncia de diversas espécies para géneros proéximos, como Lychnophoriopsis
e Paralychnophora. Além disso, ha dificuldades na delimitacdo de outros géneros da
subtribo Lychnophorinae, como Minasia, Proteopsis e Heterocoma. Foi iniciado o
estudo citotaxonémico de espécies de Lychnophora e de outros géneros da subtribo,
objetivando a analise de caracteristicas cromossémicas que pudessem ser Uteis ao
entendimento taxonémico do grupo como um todo. Foram determinados numeros
cromossémicos de cerca de 49 espécies, constatando-se 2n=34, 36 ou 38. Esses
nameros cromossdmicos distribuem-se entre espécies de diversas secdes de
Lychnophora e também nos géneros proximos, de forma que nao podem ser usados
como caracteres distintivos nos niveis intergenéricos e infragenéricos. Entretanto,
nameros cromossémicos sdo muito importantes na diferenciacao de algumas espécies
de Lychnophora, cujos limites taxonémicos tém sido questionados. Por exemplo, no
taxon sinonimizado como L. ericoides, diferentes numeros cromossémicos foram
encontrados, sugerindo a validade das antigas espécies: 2n=34 para L. ericoides e L.
pinaster, 2n=36 para L. gardneri e 2n=38 para L. pseudovillosissima. Outros caracteres
cariotipicos foram analisados em sete espécies da subtribo, como tamanho e
morfologia dos cromossomos, evidenciando uma relativa constancia. Os cromossomos
sao pequenos, medindo entre 1,10 e 2,58um, e sdo predominantemente metacéntricos,
embora alguns submetacéntricos também tenham sido observados em algumas
espécies. Estudos envolvendo a hibridagdo in situ, com a sonda de rDNA 45S, tém
demonstrado grande diversidade nos resultados, com variagdo de dois a dez sitios de
hibridacdo entre espécies. Assim, a compara¢do desses marcadores cromossdmicos
podera trazer novos subsidios para a taxonomia de Lychnophora e de géneros de
Lychnophorinae. Adicionalmente, a analise da microsporogénese revelou a existéncia
de algumas anormalidades meioticas em algumas espécies.
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Abstract

The subtribe Lychnophorinae is composed by 9 genera, most of them endemic to
the Brazilian "campos rupestres” of Minas Gerais, Bahia and Goias, with high degree of
endemism in many species. In one genus, Lychnophora, there is disagreement between
different authors regarding the species limit and number (from 11 to 68). This
interpretation difference is based in sinonimization and in the transference of several
species to closely related genera, like Lychnophoriopsis and Paralychnophora. Besides,
there are difficulties in the delimitation of other genera of Lychnophorinae, like Minasia,
Proteopsis and Heterocoma. The cytotaxonomic study of species of Lychnophora and
of other genera of the subtribe was made, aiming out at increasing the knowledge of
chromosome characteristics that could be useful to the understanding of the taxonomy
of the group as a whole. Chromosome numbers of about 49 species were determined,
with 2n=34, 36 or 38. These chromosome numbers were distributed among species of
several sections of Lychnophora and also closely related genera, so that they can't be
used as distinctive characters in the intergeneric and infrageneric levels below section
level. However, chromosome numbers were very important for the differentiation of
some species of Lychnophora, wich taxonomic limits have been questioned. For
example, in L. ericoides, in wich some species were sinonimized, different
chromosome numbers were found, suggesting the validity of the previous species:
2n=34 to L. ericoides and L. pinaster, 2n=36 to L. gardneri and 2n=38 to L.
pseudovillosissima. Other karyotype characters were analyzed in seven species of the
subtribe, like chromosomes size and morphology, showing constancy of these
characters. The chromosomes are small, with 1,0 to 2,58 um, and they are mainly
metacentric, however some submetacentrics were observed. Studies involving DNA in
situ hybridization, with 45S rDNA, have demonstrated great diversity between species,
with variation from two to ten hybridization sites. Thus, comparison of these
chromosome molecular markers can bring new subsidies for the taxonomy of
Lychnophora and Lychnophorinae. Microsporogenesis analysis revealed the existence
of meiotic abnormalities in some species.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

Autores: Mansanares, M.E.; Forni-Martins, E.R. e Semir, J.



1. Introducao

1.1. Taxonomia da subtribo Lychnophorinae

Asteraceae Dumortier, pertence a ordem Asterales e é a maior familia em numero
de espécies entre as eudicotiledéneas (CHASE et al. 1993; JubD et al. 1999). Segundo
BREMER (1994), esta familia compreende 1.535 géneros e cerca de 23.000 espécies,
amplamente distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas. Seus
representantes ocupam com sucesso 0s mais diversos habitats, entretanto sdo mais
abundantes nas regiées semi-aridas dos tropicos e subtropicos (CRONQUIST 1981, 1988;
BREMER 1994). No Brasil, sdo registrados para a familia cerca de 180 géneros
(BARROSO 1986). Entretanto, se considerarmos os desmembramentos de Eupatorium L.
e Vernonia Schreb. em varios outros géneros efetuados por KING € ROBINSON (1969,
1970, 1980, 1987) e ROBINSON (1999a), este numero pode ser aumentado. A ocorréncia
de muitas Asteraceae filogeneticamente consideradas basais na América do Sul, como
0s representantes da subfamilia Barnadesioideae, sugere que a origem da familia tenha
ocorrido neste continente. A histéria da area do Pacifico pode ter influenciado a
distribuicdo das Asteraceae, mas a separacdao dos continentes, a Gondwana,
provavelmente ocorreu muito antes deste evento geoldgico para afetar a distribuicao
dessa familia (BREMER 1994).

Tradicionalmente a familia Asteraceae era subdividida em duas subfamilias, como
no sistema classico de BENTHAM (1873a, b) e HOFFMANN (1894). Estudos cladisticos
como os de BREMER e JANSEN (1992), consideraram que a familia esta subdividida em

trés subfamilias: Barnadesioideae, Cichorioideae e Asterioideae. Segundo BREMER



(1994), na familia sdo reconhecidas dezessete tribos: Barnadesieae na subfamilia
Barnadesioideae, Mutisieae, Cardueae, Lactuceae, Vernonieae, Liabeae e Arctoteae
em Cichorioideae, e Inuleae, Plucheeae, Gnaphaliecae, Calendulaceae, Astereae,
Anthemideae, Senecioneae, Helenieae, Heliantheae e Eupatoriecae em Asteroideae.
Recentemente, outro estudo envolvendo dados moleculares foi realizado por PANERO e
FUNK (2002), que sugeriram para a familia onze subfamilias e trinta e cinco tribos;
entretanto esta ainda é uma discussao bastante controversa e pouco aceita entre os
asterologos.

A tribo Vernonieae Cass. foi estabelecida por CAssSINI (1817), sendo revista
globalmente por LESSING (1829, 1831a, b), DE CANDOLLE (1836), BENTHAM (1873a, b) e
HOFFMANN (1894). Vernonieae € diferenciada das outras tribos de Asteraceae pelo seu
capitulo homdégamo, de flores hermafroditas, corolas tubulosas e os ramos do estilete
longos e agudos. Dentre as tribos da familia Asteraceae, Vernonieae provavelmente é
uma das tribos menos estudadas. Possui distribuicdo pantropical, apresentando muitas
vezes espécies com um endemismo pronunciado para uma dada localidade (JONES
1977; BARROSO 1986; SEMIR 1991; BREMER 1994). No Brasil, a tribo Vernonieae (sensu
BENTHAM) foi revista por BAKER (1873) e esta representada por cerca de 40 géneros e
450 especies (JONES 1977; BARROSO 1986). Em 1977, JONES relacionou cerca de 70
géneros e 1.456 espécies na tribo Vernonieae, sendo que somente o género Vernonia
Schreb. contribuiria com cerca de 1.000 espécies, formando o nucleo central da tribo.
Os outros géneros sao oligotipicos e muitas vezes monotipicos (SEMIR 1991).

A tribo Vernonieae, desde seu estabelecimento, permanece com poucas
modificagdes na sua circunscricdo (BAKER 1873; BENTHAM 1873a, b; HOFFMANN 1894;

HEYwWOOD et al. 1977). Apesar de ser considerada morfologicamente monofilética e bem



estabelecida, as classificacbes propostas para a tribo Vernonieae nédo definem
claramente os limites genéricos, que sao ténues, imprecisos, tornando dificil a
separacao de suas espécies (BREMER 1994). Assim, o numero de géneros, com suas
respectivas espécies, gera duvida e posicbes conflitantes. Mais recentemente,
ROBINSON (1999a), apds varios estudos, considerou que os tradicionais géneros que
compunham esta tribo até entdo deveriam ser agrupados ou segregados em outros,
sendo a sua proposicdo nem sempre bem aceita. Varios estudos com representantes
da tribo, principalmente com o género Vernonia, efetuados por ROBINSON (1987a, b, c,
1988a, b, 1989, 1990a, b, 1992a), culminaram com o desmembramento deste em 10
géneros (BREMER 1994; ROBINSON 1999a).

ROBINSON (1989) subdividiu a tribo Vernonieae em varias subtribos e, mais
recentemente, ROBINSON (1999a) publicou sua classificacdo para os representantes
americanos desse taxon, onde distribui os géneros em 10 subtribos: Leiboldiinae H.
Rob., Vernoniinae Less., Piptocarphinae H. Rob., Chrestinae H. Rob., Centratherinae H.
Rob., Lychnophorinae Benth., Sipolisinae H. Rob., Elephantopodinae Less.,
Rolandrinae Less. e Trichospirinae Less. Logo a seguir, ROBINSON (1999b) propds mais
duas novas subtribos para Vernonieae: Stokesiinae e Pacouruninae. Dentre estas
subtribos, ROBINSON (1999a) caracterizou as Lychnophorinae principalmente pelas
inflorescéncias em glomérulos (sincefalia) e cipselas com pappus normalmente
espiralado deciduo ou subpersistente. Em relagdo ao numero cromossémico,
considerou para esta subtribo n=15, 17 e 18 (ROBINSON 1999a).

Como originalmente descrita por BENTHAM (1873a, b), a subtribo Lychnophorinae
consta de taxa com capitulos com uma ou poucas flores, densamente agregados em

glomérulos e com pappus simples bisseriados e paleaceos.



Existem diferentes opinides sobre os limites e a circunscricdo de Lychnophorinae,
sendo o conceito subtribal melhor definido por ROBINSON (1980, 19964, b, 1999a). Este
autor considerou 0s seguintes géneros na subtribo: Chronopappus, Eremanthus
(Sphaeophora, Paralychnophora, Vanillosmopsis), Lychnophora (Haplostephium),
Lychnophoriopsis (Episcothamnus), Prestelia, Anteremanthus, Minasia, Piptolepis e
Proteopsis (ROBINSON 1999a). Anteriormente, SEMIR (1991), havia proposto a
sinonimizacdo de Chronopappus, Lychnophoriopsis e Paralychnophora sob
Lychnophora.  Entretanto, ROBINSON  (1992b, 1996b, 1999a) reconheceu
Lychnophoriopsis como um género valido e incluiu Paralychnophora como sinbnimo do
género Eremanthus. As consideracdes de ROBINSON e BRETTELL (1973) e ROBINSON
(1996a) quanto aos géneros que compdem a subtribo Lychnophorinae foram aceitas na
maioria das vezes pelos diversos autores. BREMER (1994) considerou Paralychnophora
como um grupo distinto de Eremanthus, e por sua vez, HIND (1995, 2000a, b)
considerou Eremanthus, Paralychnophora e Lychnophora como trés géneros distintos.

O género Lychnophora foi descrito pela primeira vez por MARTIUS (1822), que
considerou, no seu estabelecimento, como caracteristicas diferenciais, a presenca de
inflorescéncias em glomérulo e cipselas com os pappus caducos. Posteriormente, o
género foi tratado sem revisées taxonémicas formais, como as de LESSING (1829,
1831a, b) e DE CANDOLLE (1836). Em seguida, SCHULTZ-BIPONTINUS (1863) e BAKER
(1873) realizaram as primeiras revisées do género, onde relacionaram as espécies ja
descritas por MARTIUS (1822) e outras que tinham sido descritas apds este
estabelecimento. Os trabalhos seguintes a respeito do género apenas descreveram

novas espécies, tendo sido realizados por GLAzIoU (1909), BEAUVERD (1913), MATTFELD



(1923), KRASCHENINNIKOV (1927), BARROSO (1956), ROBINSON (1980a, b, 1981, 19834, b,
1992) e HIND (1995, 2000b).

CoOILE e JONES (1981) revisaram Lychnophora, relacionando todas as espécies até
entdo descritas desde seu estabelecimento. Consideraram o género com apenas 11
espécies perfeitamente estabelecidas, sinonimizaram algumas espécies e deslocaram
alguns taxa para outros géneros da tribo Vernonieae. Posteriormente, SEMIR (1991)
realizou uma outra revisdao de Lychnophora, com resultados na maioria das vezes
discrepantes das posi¢cdes taxonémicas de COILE e JONES (1981), considerando entao
68 espécies. SEMIR (1991) ndo aceitou a maioria das sinonimizacdes feitas por COILE e
JONES (1981) e ampliou a circunscricdo, englobando outros géneros sob Lychnophora.
SEMIR (1991) reconheceu um amplo conceito de Lychnophora, incluindo Chronopappus,
Lychnophoriopsis, Episcothamnus e Paralychnophora como sindnimos. ROBINSON
(1999a), em sua sinopse para espécies americanas da tribo Vernonieae, considerou
para o género Lychnophora 34 espécies, aceitando algumas espécies sugeridas por
SEMIR (1991), e considerando outras como sindnimos. Recentemente, HIND (2000b)
prop6s ainda uma nova espécie para o género, Lychnophora sericea.

Segundo SEMIR (1991), o género Lychnophora esta dividido em 6 secoes:
Lychnophora, Lychnophoriopsis, Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus
e Chronopappus (Figura 1.1) O autor separou tentativamente estas se¢des baseando-
se em diferencas referentes as inflorescéncias e presenca ou auséncia de bainhas ou
peciolos nestes taxa.

O género Lychnophoriopsis foi descrito por SCHULTZ-BIPONTINUS (1863),
considerando para este estabelecimento uma Unica espécie, Lychnophoriopsis

heterotheca, tendo como caracteristica diferencial genérica a presenca de cipselas



dimorfas. No mesmo trabalho, descreveram Lychnophora candelabrum a partir de um
material estéril, espécie que posteriormente foi excluida de Lychnophora por BAKER
(1873) e CoOILE e JONES (1981), que consideraram esta como sinénimo de L.
heterotheca. ROBINSON (1981) combinou Lychnophora candelabrum em seu novo
género Episcothamnus, caracterizado por suas cipselas homomorficas. COILE e JONES
(1981) sinonimizaram o género Lychnophoriopsis sob Lychnophora. Esta sinonimizagéao
também foi aceita por SEMIR (1991), que manteve Lychnophoriopsis como uma secao
de Lychnophora.

Segundo ROBINSON (1992a), as relacdes entre Lychnophoriopsis e Lychnophora
sdo bem estreitas, pois estes dois géneros apresentam o mesmo tipo de cipsela,
apenas diferenciados pelo carpopédio de Lychnophora, que apresenta células
alongadas. ROBINSON (1992a) sugere que estes dois géneros podem ser combinados,
entretanto alguns caracteres dos capitulos, como por exemplo, inflorescéncias mais
alongadas e auséncia de capitulos secundarios, podem ser caracteres que separam
suas espeécies. Esta ultima diferenga foi enfatizada por LEITAO FILHO e SEMIR (1979)
quando estes autores removeram L. damazioi de Lychnophora, transferindo-o para
Vernonia e recentemente considerada sob Lychnophoriopsis por ROBINSON (1992a).

O género Paralychnophora foi proposto por MACLEISH (1984) como um nome novo
para o género monotipico Sphaeophora estabelecido por SCHULTZ-BIPONTINUS (1863),
com a espécie S. bicolor. Posteriormente, este género foi considerado por BAKER (1873)
como uma secao dentro de Eremanthus e BARROSO (1956) descreveu uma outra
espécie para esta secdo Sphaeranthus, denominada Eremanthus reflexo-auriculatus.
Assim, na sua revisao de Eremanthus, MACLEISH (1984, 1987), separou e considerou as

duas espécies da secdo Sphaeranthus de Eremanthus (ROBINSON 1996b) como



Paralychnophora bicolor e P. reflexoauriculata (MACLEISH 1984, 1987). A autora
considerou Lychnophora e Paralychnophora semelhantes nas ramificagcdes
candelabriformes, folhas coriaceas, indumento denso e presenca de glomérulos
compostos solitarios.

MACLEISH (1984) distinguiu Paralychnophora em relacdo a Lychnophora pelas
caracteristicas dos elementos da série interna do pappus das cipselas: pouco
numerosos, curtos, achatados, espiralados e deciduos em Lychnophora; em
Paralychnophora sao numerosos, filiformes, persistentes e sem apresentar
espiralizacdo proeminente. Segundo SEMIR (1991), estas caracteristicas, em conjunto,
seriam boas apenas para separar a sec¢ao por ele proposta, como Lychnophora sect.
Sphaeranthus, nao sendo suficientes para embasar uma separacdo em géneros
distintos, Lychnophora e Paralychnophora, como sugerido por MACLEISH (1984).

Na sinonimizacdo de Paralychnophora sob Eremanthus, ROBINSON (1996b)
descreveu mais duas espécies para este género: Eremanthus santosii e E. harleyi. Esta
sinonimizacao né&o foi aceita por HIND (2000a), que considerou Paralychnophora como
valido e descreveu e combinou as duas espécies descritas por ROBINSON (1996b) como:
Paralychnophora santosii e P. harleyi, além de descrever mais duas espécies novas.
Assim, HIND (2000a) considerou o género Paralychnophora com seis espécies.

SEGUNDO HIND (2000a), o género Paralychnophora também pode ser distinguido
de Lychnophora pela presenca de inflorescéncias freqientemente axilares e grandes,
pelos apices com tufos de tricomas nos lobos da corola, cipselas angulares glabras e
pappus bisseriado persistente com uma série interna filiforme.

O género Minasia (Figura 1.2) foi descrito por ROBINSON (1992a), que considerou

para este trés espécies. Destas, duas eram previamente conhecidas e, segundo este



autor, foram erroneamente colocadas no género Vernonia Schreb., sob os epitetos
Vernonia alpestris e V. scapigera por BAKER (1873). Em 1979, JONES ndo incluiu estas
duas espécies na sua revisao das espécies de Vernonia no Novo Mundo, e também
nao designou outra posi¢ao taxondmica para estas espécies. Posteriormente, ROBINSON
(1995, 1996a) e SEMIR e JESUS (2004) descreveram outras trés espécies para o género
Minasia. No estabelecimento do género, ROBINSON (1992a) usou como caracteristicas
diferenciais em relacdo ao género Vernonia, a presenca de caule encurtado, com a
base das folhas alargadas circundando o caule, formando rosetas.

O género Proteopsis (Figura 1.2) foi descrito pela primeira vez por SHULTZ-
BIPONTINUS (1863) a partir de indicagbes em manuscrito de herbario por Martius e
Zuccarini, com as espécies Proteopsis argentea e P. sellowii. Em 1981, ROBINSON
discutiu ser esta ultima a mesma entidade que Heterocoma albida, proposta esta
também aceita por SEMIR (1991). Embora ScHULTz-BIPONTINUS (1863) nao tenha
observado os receptaculos de Proteopsis argentea, foi constatado por SEMIR (1991) que
estes eram perfeitamente alveolados, carater muitas vezes observado no género
Lychnophora. Entretanto, os capitulos com grande numero de flores, habito constituido
por grandes rosetas, inflorescéncia escaposa, formada por capitulos grandes e
pedunculados e envolvidos por folhas que compdéem um invélucro, separam Proteopsis
de Lychnophora (SEMIR 1991).

PHILIPSON (1938) descreveu mais duas espécies, Proteopsis ekmaniana e P.
insculpta. Segundo SEMIR (1991), a primeira corresponde ao género Alcantara Glaziou.
Em 1981, ROBINSON concluiu que Proteopsis ekmaniana e Alcantara petroana

representavam a mesma entidade, e combinou a primeira em Alcantara petroana.



RoBINSON (1981) também discutiu a semelhanca entre Proteopsis argentea e P.
insculpita, espécie esta tratada por SEMIR (1991) como Heterocoma albida.

O género Heterocoma foi descrito por DE CANDOLLE (1810) com apenas uma
espécie, H. albida (Figura 1.2). Este género tem como caracteres distintivos capitulos
grandes, multifloros, as vezes com mais de cem flores, receptaculos paleaceos,
bracteas involucrais pungentes. Recentemente, este género foi combinado por
ROBINSON (1999a) na subtribo Sipolisiinae. Este autor usou como caracteristicas
diferenciais para esta nova subtribo a presenca de uma camada parcialmente
carbonizada (deposicao de fitomelano) na parede da cipsela, além de folhas pecioladas
e face adaxial das folhas glabras. SEMIR (1991) considerou Heterocoma como um
género da subtribo Lychnohorinae, com o que se concorda no presente estudo.

ROBINSON (1999a) considerou para o género Proteopsis apenas uma espécie, P.
argentea e para Heterocoma, H. albida. Estes dois géneros podem ser diferenciados
pela presenca de capitulos paleaceos em Heterocoma, além de diferencgas relacionadas
ao habito e inflorescéncias.

Os géneros da subtribo Lychnophorinae apresentam um grande numero de
endemismos, sendo a maioria de suas espécies encontradas nos chamados campos
rupestres do Brasil, nos estados de Goias, Bahia e, principalmente em Minas Gerais.
Os campos rupestres sdo ambientes geralmente com topografia acidentada, clima e
solo secos. As regibes montanhosas onde ocorrem 0s campos rupestres sao
descontinuas; as espécies sao representadas por populacées disjuntas, tornando dificil
a interpretacédo do conceito de espécie (GIULIETTI € PIRANI 1988). Ainda segundo estes
autores, com a formacao de barreiras geograficas, surgem obstaculos para que ocorra

o fluxo génico entre estas populagdes. As condicbes ecoldgicas destes ambientes
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possivelmente propiciam uma especiacao intensa, podendo ser um dos fatores destes
endemismos e dos isolamentos encontrados em géneros e espécies que ocupam este
habitat (GIULIETTI e PIRANI 1988; SEMIR 1991).

Segundo SEMIR (1991), algumas espécies de Lychnophora simpatricas parecem
estar originando hibridos naturais, podendo indicar que o isolamento nao tenha sido
bem estabelecido ainda. Embora sem um estudo biossistematico comprobatério, SEMIR
(1991) comentou a possibilidade de que as espécies endémicas tenham sido formadas
como uma consequéncia de hibridizagéo, pela producao de alopolipléides de segmento.
Entretanto, ndo descartou a possibilidade destes eventuais hibridos serem diplbides,
como sugerido por GRANT (1981) e BRIGGS e WALTERS (1997). Por outro lado, LEWIS
(1972) discute a formacgéao de espécies endémicas sem hibridizacdo, como produtos de
especiacado gradual. Especiacao ecoldgica através do isolamento cada vez maior dos
ecétipos destas espécies pode ter propiciado a formacdo de neoendémicos (SEMIR
1991). Também poder-se-ia cogitar a hipotese da formacao inicial de autopolipléides,
embora este seja um fenémeno raro na natureza (LEwis 1972; BRIGGS e WALTERS

1997).

1.2. Citotaxonomia
A Citogenética € uma ciéncia que surgiu no inicio do século XX, decorrente da
sobreposicao de conhecimentos citolégicos e genéticos em uma area comum. Desde

entdo, a Citogenética expandiu-se muito, penetrando em varios outros campos da
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Biologia, como a Taxonomia, a Bioquimica, a Medicina Clinica e o Melhoramento
Animal e Vegetal. Atualmente, a Citogenética compreende todo e qualquer estudo
relativo ao cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no
que diz respeito a sua morfologia, organizacdo, fungcéo e replicacdo, quanto a sua
variacdo e evolucdo. Historicamente, a analise Citogenética tem tido um papel
importante no estabelecimento das bases fisicas da Genética.

A Citotaxonomia Vegetal associa a utilizacdo de dados cromossémicos na
taxonomia de determinados grupos de plantas, em diferentes niveis hierarquicos.
Assim, utilizando técnicas inerentes a Citogenética, as caracteristicas estruturais e
numéricas dos cromossomos podem ser aplicadas a resolucdo de problemas
taxonémicos (GUERRA 1988; STACE 1989, 2000). Os fundamentos basicos da
Citotaxonomia e a sua aplicagéo taxondmica foram resumidos por STEBBINS (1971) num
livro amplamente citado na literatura. O carater taxonémico mais amplamente utilizado
na Citotaxonomia € o numero cromossémico, seguindo-se 0 detalhamento cariotipico
mediante o uso de técnicas simples até outras mais refinadas, como diversos tipos de
bandamento cromossdmico e, mais recentemente, com técnicas moleculares (STACE
2000; SUMNER 2003).

As angiospermas apresentam um elevado grau de variagdo de numeros
cromossémicos. O menor nimero cromossOmico encontrado entre as angiospermas €
n=2, em sete espécies: duas Poaceae, Zingeria biebersteiniana (Claus) Smirnov e
Colpodium versicolor (Steven) Schmalh., duas Asteraceae, Haplopappus gracilis (Nutt.)
A. Gray e Brachycome dichromosomatica C.R. Carter, uma Hyacinthaceae,
Ornithogalum tenuifolium F. Delaroche (STACE 2000), além de uma Cyperaceae,

Rynchospora tenuis (VANZELA et al. 1996). Os mais altos numeros cromossémicos
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conhecidos entre as angiospermas estao por volta de 2n=640 em Sedum suaveolens
Kimanach (Crassulaceae) para as dicotiledéneas e de 2n=ca.596 em Voanioala gerardii
(Palmae) para as monocotiledéneas (BRIGGS e WALTERS 1997; STACE 2000).

No Brasil, os numeros cromossémicos mais altos estdo préoximos a 300, como
acontece em Eriotheca pubescens (Mart. e Zucc.) Schott e Endl. (Bombacaceae) com
2n=ca.270 (FORNI-MARTINS et al. 1995) e em duas espécies de Bromeliaceae, Bromelia
laciniosa Mart. ex Schultz e Orthophytum maracasense L.B.Smith, ambas com 2n=150
(CoTiAsS-DE-OLIVEIRA et al. 2000).

O numero cromossdmico € uma das principais evidéncias biossistematicas

utilizadas na taxonomia de plantas, auxiliando na verificagdo da integridade de uma
espécie. Nestes casos, quando as espécies de um complexo taxonémico apresentam
nameros cromossodmicos diferentes, estes podem vir a ser um carater que as separe,
especialmente se a diferenga cromossémica acompanhar as variagdes morfolégicas
(SoLBRIG 1977; GUERRA 1988; STACE 1989, 2000).
A morfologia cromossémica estd relacionada ao tamanho relativo e/ou absoluto, a
posicao centromérica e numero e localizagdo de constricdes secundarias. O estudo do
cari6tipo de uma espécie pode auxiliar na resolucao de muitos problemas taxonémicos
(genéricos, secionais e especificos) e mostrar como muitas espécies estao relacionadas
evolutivamente (GUERRA 1988; STACE 1989, 2000). Uma caracterizacao clara e precisa
do cariotipo de uma espécie também € de fundamental importancia quando se quer
comparar citogeneticamente individuos e populacdes de mesma espécie.

O estudo do comportamento meidtico também é de grande importancia para a
Citotaxonomia, pois a regularidade no pareamento e a disjuncdo dos cromossomos

determinam nao somente a fertilidade de uma planta, mas permite uma comparagao do
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grau de homologia entre genomas (GUERRA 1988; STACE 1989, 2000; Suzuki et al.
1989).

Algumas informagbes taxondmicas podem ser obtidas a partir de estudos na
meiose. Muitas peculiaridades do comportamento meidtico devem sua origem a
existéncia de heterozigose, entdo, na meiose, € observado o pareamento de genomas
distintos. As diferencas que podem existir tém surgido freqientemente por duplicacao,
delecdo, inversao ou translocacdo do material cromossémico, e as configuracdes
meidticas geralmente provém evidéncias da natureza precisa destes arranjos. A
ocorréncia de anormalidades no comportamento cromossémico pode significar, em
alguns casos, que tenha ocorrido uma provavel hibridizacdo entre duas plantas com
genomas suficientemente diferentes a ponto de causar problemas mecanicos no
pareamento, embora seja conhecida a existéncia de genes que interferem no
pareamento (GUERRA 1988; Suzuki et al. 1989). Entretanto, € também como acontece
com trigo comum (Triticum aestivum), um alopolipléide segmentar constituido por trés
genomas (A, B e D), em que todos os cromossomos comportam-se com bivalentes
durante a meiose. Isso se deve a existéncia de um gene, Ph, localizado no brago longo
do cromossomo 5 do conjunto B, que impede o pareamento dos homedlogos e,
consequentemente, a formacao de multivalentes (Suzuki et al. 1989).

A variacdo cromossémica pode surgir de diferentes maneiras, mas suas
consequéncias evolutivas estdo relacionadas a multiplicacdo do grupo hapléide
(poliploidia) e/ou aumento ou diminuicdo do numero cromossémico original
(aneuploidia/disploidia) (GUERRA 1988, 2000; STACE 1989, 2000; Suzuki et al. 1989).

As técnicas de bandamento cromossémico e de citogenética molecular (hibridagao

in situ) ampliaram os horizontes da Citotaxonomia, por permitirem a diferenciacéo
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longitudinal dos cromossomos, contribuindo para a analise taxonémica e evolutiva de
diversos grupos de angiospermas. O bandamento cromossGmico evidencia a
localizagdo de segmentos heterocromaticos e de sua possivel constituicdao
(dependendo da técnica utilizada). Por outro lado, a hibridagdo de DNA in situ (FISH)
permite a andlise do numero e localizacao fisica de determinadas seqiéncias génicas
no genoma de uma determinada espécie em preparac¢des cromossémicas e em nucleos
interfasicos (HESLOP-HARRISON et al. 1991; SNOWDON et al. 2001; SUMNER 2003). As
principais sequéncias de DNA repetitivo utilizadas na citogenética vegetal sdo as que
codificam os genes de DNA ribossémicos 45S (18S-5,8S-26S) e 5S, de telémeros
(sequéncias conservadas de Arabidopsis thaliana — TTTAGGG,)) e microssatélites,
além de alguns grupos de DNAs satélites. A hibridacdo de DNA in situ pode utilizar
genomas inteiros de uma espécie como marcadores, sendo entdo denominada GISH.
Essa técnica é especialmente util na verificacdo de ancestria de espécies originadas por
hibridacao e poliploidia (SNOWDON et al. 2001; SUMNER 2003).

A heterocromatina esta geralmente associada as variacbes qualitativa e
quantitativa nos genomas vegetais. MONDIN (2003) estudou espécies de Crotalaria L.
(Leguminosae), mediante a comparacéao do padrao de bandamento por fluorocromos e
também de hibridacdo in situ de DNAr 45S, o que permitiu a caracterizagdo de
importantes marcadores cromossdmicos para estudos da evolucdo dos cariotipos,
sugerindo que durante a evolucdo destas espécies houve perda e/ou ganho de
sequéncias ricas em AT e GC.

As técnicas de bandamento cromossdmico e de hibridacéo in situ tém facilitado a
identificacdo de pares cromossémicos, além de possibilitar a deteccdo de pequenas

alteracdes estruturais nos cromossomos e a sua localizacdo exata, as quais nao
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poderiam ser identificadas pelas técnicas de coloracao convencional (GUERRA 1988;
D EMERICO et al. 1999). A técnica de FISH e GISH também é extremamente eficiente na
analise de introgressodes, translocacoes intergenémicas, relacdes de parentesco entre
genomas e especies, bem como da evolugcdo de genomas e de sequéncias repetitivas
(SNOWDON et al. 2001; SUMNER 2003).

Para estudos evolutivos, estas técnicas possibilitam também a observagcao
detalhada das transformagdes que ocorrem em grupos de espécies proximas
taxonomicamente, que apresentam cariotipos muito semelhantes (CERBAH et al. 1995,
1998; GUERRA 1988; SNOWDON et al. 2001; SUMNER 2003). Duas espécies de Lobelia L.
(Campanulaceae), ambas com 2n=28, e com caridtipos muito semelhantes, foram
analisadas por VANZELA et al. (1999), que utilizaram FISH para localizar seqiiéncias de
DNA repetitivo (DNAr 18S-5,8S-26S, DNAr 5S e sequiéncias teloméricas). Estes autores
observaram a presenca de um loco simples de cada familia de DNA ribossémico (45S e
5S), sugerindo que tenha ocorrido eliminagdo de no minimo um loco por familia durante
a evolugao do grupo a partir de formas tetrapléides ancestrais.

Estudos envolvendo utilizacdo de técnicas de bandamentos por fluorocromos e
de citogenética molecular (FISH) em espécies da familia Asteraceae sao escassos. Um
dos primeiros registros na familia foram efetuados por CERBAH et al. (1995) em espécies
de Hypochaeris L. (tribo Lactuceae), utilizando apenas o fluorocromo CMA; e,
posteriormente, CERBAH (1998) e WEISS-SCHNEEWEISS et al. (2003) incorporaram
técnicas de hibridagao in situ (FISH). Baseando-se nestes estudos citotaxonémicos de
vinte espécies (CERBAH et al. 1995, 1998; WEISS-SCHNEEWEISS ef al. 2003), foram
apresentados cladogramas e discussdes sobre a filogenia de Hypochaeris e sugerido

um esquema hipotético da evolugao cariotipica neste género, salientando a importancia
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da disploidia em espécies de Asteraceae. Também podemos citar autores como GATT et
al. (1998, 1999), que através de localizagdo de sequéncias repetidas de DNA,
analisaram dezoito espécies de Dahlia Cav. (tribo Heliantheae), inferindo sobre a
origem das espécies polipldides, a composicdo gendmica destes polipldides e de
hibridos interespecificos. VANZELA et al. (2002) caracterizaram a localizagdo de
sequéncias repetitivas (45S e CMA3) em dez espécies de Helianthus L. (tribo
Heliantheae) com diferentes niveis de ploidia. Estes autores sugeriram que rearranjos
envolvendo pequenos segmentos heterocromaticos e de DNAr tiveram grande
importancia na evolugcao das espécies deste taxon.

Outros estudos recentes com espécies de Asteraceae foram realizados por
GARNATJE et al. (2004) em sete espécies de Xeranthemum L. e géneros relacionados
(tribo Carduceae), observando que as bandas evidenciadas por CMA; e os sitios de
hibridacdo de DNAr 45S, na maioria das vezes sdo co-localizados, sugerindo que
seqUéncias ribossdmicas repetidas poderiam estar interespagadas na heterocromatina
e sugerindo que a disploidia descendente tem um papel proeminente na evolucao do
complexo estudado, assim como tem sido observado em varias outras Asteraceae.
FREGONEzI et al. (2004) analisaram trés espécies de Asteraceae, Crepis japonica (L.)
Benth. (tribo Cichorioideae), Galinsoga parvifolia Cav. (tribo Heliantheae) e Chaptalia
nutans (L.) Pol. (tribo Mutisiae), verificando que apesar das espécies analisadas
apresentarem numeros cromossémicos e caribtipos distintos, a localizagdo dos sitios de
DNAr 45S, em todos os casos analisados, é no braco curto dos cromossomos, € as
diferencas verificadas entre as espécies estdo no numero de sitios de hibridacao e

quantidade de seqliéncias em cada uma.
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1.3. Estudos cromossémicos na tribo Vernonieae

A familia Asteraceae apresenta uma grande amplitude de numeros
cromossémicos, variando de n=2 em Haplopappus gracilis (Nutt.) Gray (tribo Astereae)
e Brachycome lineariloba (DC.) Drake (tribo Astereae) a n=106 em Werneria nebigena
Kunth. (tribo Senecioneae) e n=110-120 em Melanthera aspera (Jacq.) Rendle (tribo
Heliantheae) (SOLBRIG 1977).

De acordo com SoLBRIG (1977), o numero cromossdmico mais comum em
Asteraceae é n=9, sugerindo que este seja 0 numero cromossdmico basico para a
familia. Espécies com n=9 ndo estéo distribuidas regularmente através das varias tribos
e subtribos, e espécies com outros nimeros também formam grupos modais nas tribos.

As contagens cromossOmicas realizadas para espécies paleotropicais da tribo
Vernonieae correspondem a n=9 ou n=10, tendo sido encontrados poucos polipléides.
O numero cromossémico ancestral em Vernonieae € x=9 ou x=10, como aqueles
encontrados nas espécies da Africa e Sudeste Asiatico. No entanto, as espécies
americanas desta tribo tém apresentado n=17, multiplos destes e escassas contagens
com n=10 ou multiplos deste (GALIANO e HUNzZIKER 1987). Esses numeros
cromossémicos maiores poderiam ter sido derivados de x=9 por duplicagdo para 18 e
posterior disploidia (BERNADELLO 1986; DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS €
FERNANDEZ 1998, 2000; JONES 1974, 1976, 1979). Uma hipbtese alternativa sobre a
origem do numero basico das Vernonieae neotropicais foi proposta por TURNER (1981),
na qual o autor sugere que o numero basico x=17 foi derivado a partir de x=10, que
teria sofrido duplicacdo para x=20, seguida de reducao aneupléide para 17, ou por

origem alopoliploide de x=9+10, seguida de reducao.
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Os estudos citogenéticos na tribo sado principalmente referentes a Vernonia, com
inexisténcia de informagdes para a grande maioria de espécies dos outros géneros.
Algumas espécies de Vernonia foram analisadas, mostrando que apesar de
relativamente pequenos, os cromossomos apresentaram algumas pequenas diferencas
de tamanho e morfologia (RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS e
FERNANDEZ 1998, 2000). A assimetria cariotipica € pouco variavel entre as espécies de
Vernonia, sugerindo que a diversificacdo deste género foi acompanhada por pequenas
alteracées na constituicdo cariotipica das espécies (DEMATTEIS 1996, 1998, 2002;
DEMATTEIS e FERNANDEZ 1998, 2000).

Na subtribo Lychnophorinae a circunscricdo dos géneros €, em alguns casos,
controversa, assim como a delimitacdo de espécies dentro de um género, devido a
sobreposicao de diversas caracteristicas morfologicas (SEMIR 1991). Ha suposicao de
ocorréncia de possiveis hibridos naturais entre espécies de Lychnophora, o que é
apontado por COILE e JONES (1981) e SEMIR (1991) como uma dos fatores
complicadores de sua taxonomia.

Estudos biossistematicos, envolvendo diferentes enfoques, como o0s
quimiotaxondmicos, citotaxondmicos e reprodutivos, poderiam ser extremamente Uteis
para o esclarecimento da taxonomia da subtribo, porém sdo praticamente inexistentes.
Pode-se citar a analise de flavon6ides em algumas espécies de Lychnophora e de seus
supostos hibridos (KING 1986).

Antes da década de 1980, inexistiam relatos de numeros cromossGmicos para
espécies de Lychnophora, sensu SEMIR (1991). O numero cromossémico inicialmente
proposto foi n=17/2n=34, para L. ericoides, L. tomentosa, L. heterotheca (= L.

candelabrum) e L. diamantinana (COILE e JONES 1981). Posteriormente, JONES (1982)
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citou 2n=36 para Eremanthus reflexo-auriculatus (= Paralychnophora reflexo-auriculata)
e CARR et al. (1999) citaram um numero atipico (2n=18 +1B) para L. phylicifolia.

O estudo de MANSANARES et al. (2001, 2002) evidenciou variagdo de numeros
cromossémicos para o género Lychnophora (sensu SEMIR 1991): 2n=34, 2n=36 e
2n=38, distribuidos entre as dezoito espécies estudadas. Segundo MANSANARES et al.,
(2001, 2002), os resultados obtidos confirmam, em sua maioria, a pProposicao
taxonémica de SEMIR (1991), como acontece, por exemplo, entre as espécies L.
ericoides e L. gardneri (sensu SEMIR 1991), que eram consideradas por COILE e JONES
(1981) como sendo uma Uunica espécie (L. ericoides). Segundo MANSANARES et al.
(2001, 2002) estas espécies apresentaram numeros cromossomos distintos, de 2n=34
para L. ericoides e de 2n=36 para L. gardneri, reforcando a distincdo entre estas,
conforme proposto por SEMIR (1991). Os numeros cromossOmicos ndo parecem
constituir caracteres distintivos para separacao em géneros e sec¢des, entretanto, sao
caracteres muito importantes na diferenciacdo de algumas espeécies, cujos limites sdo
questionados por parte de varios taxonomistas (MANSANARES et al. 2001, 2002).

MANSANARES (2000) observou que algumas espécies de Lychnophora mostraram
alteracoes cromossOmicas, como € o caso de L. rupestris, uma espécie microendémica
da Serra do Cipd, Minas Gerais, que apresenta inversdes paracéntricas em trés pares
de cromossomos (observacao de ponte anafasicas na meiose) e também um caso de
poliploidia (tetraploidia), observado em L. staavioides (espécie endémica da regido de
Diamantina, Minas Gerais). Estudos cromoss6micos envolvendo técnicas de
citogenética molecular sdo inexistentes, ndo somente para espécies da subtribo

Lychnophorinae, como para a tribo Vernonieae como um todo.
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Os numeros cromossOmicos ja citados previamente em literatura para espécies da
subtribo Lychnophorinae sugerem que esta tenha quatro numeros cromossGmicos
basicos, x=15, 17, 18 e 19 (TURNER et al. 1979; JONES 1982; ROBINSON 1999a;

DEMATTEIS 1998; CARR et al. 1999; MANSANARES 2000, MANSANARES et al. 2002).

2. OBJETIVOS

Ampliar o estudo citotaxonémico de espécies de Lychnophora (sensu SEMIR 1991),
e iniciar o estudo citotaxondmico nos outros géneros da subtribo Lychnophorinae, como

Proteopsis, Heterocoma e Minasia, mediante a:

e determinacdo de seus numeros cromossémicos;

e caracterizagdo, mesmo que parcial, da diversidade cariotipica de algumas
espécies dos géneros, por técnicas de coloracdo convencional e de
citogenética molecular;

e analise da citotaxonomia de Lychnophora e de géneros préximos, comparando-
se os resultados cromossémicos aos arranjos taxondmicos, tentando elucidar

a delimitacao entre espécies e a circunscricdo dos géneros;

e avaliacdo da normalidade do processo reprodutivo das espécies, através de
estudos meibticos.

21



Figura 1.1. Representantes das seis secdes do género Lychnophora propostas
por Semir (1991). A- Secao Lychnophora, L. gardnerii; B- Secao Lychnophoriopsis,
L. hatschbachii; C- Secao Lychnophorioides, L. syncephala; D- Secao
Sphaeranthus, L. bicolor (Paralychnophora bicolor); E- Se¢cao Chronopappus, L.
markgravii; F- Se¢ao Lychnocephaliopsis, L. sellowii.
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Figura 1.2. Géneros da subtribo Lychnophorinae analisados A- Proteopsis
argentea; B- Proteopsis argentea, inflorescéncia; C- Minasia alpestris; D-
Minasia pereirae; E- Heterocoma albida; F- Heterocoma albida,
inflorescéncia.
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Capitulo 2

Citotaxonomia de espécies do género Lychnophora Mart.
(Asteraceae: Vernonieae: Lychnophorinae)

Autores: Mansanares, M.E.; Forni-Martins, E.R. e Semir, J.S.



1. INTRODUCAO

O género Lychnophora foi descrito pela primeira vez por MARTIUS (1822), que
considerou como caracteristicas diferenciais, a presenca de inflorescéncias em
glomérulo e cipselas com os pappus caducos. Lychnophora pertence a subtribo
Lychnophorinae e apresenta alguns problemas taxonémicos relacionados a sua
circunscricdo e a delimitacdo de suas espécies (COILE e JONES 1981; SEMIR 1991;
ROBINSON 1999). Também ha conceituagdes conflitantes em relacdo as delimitacoes
genéricas dentro da subtribo Lychnophorinae (ROBINSON 1992, 19964, b, 1999; COILE e
JONES 1981; MACLEISH 1984, 1987; MACLEISH e SCHUMAKER 1984; SEMIR 1991, HIND
1995, 20003, b).

CoOILE e JONES (1981) revisaram Lychnophora, relacionando todas as espécies até
entdo descritas desde seu estabelecimento. Consideraram o género com apenas 11
espécies perfeitamente estabelecidas, sinonimizaram algumas espécies e deslocaram
alguns taxa para outros géneros da tribo Vernonieae. Posteriormente, SEMIR (1991)
realizou uma outra revisdao de Lychnophora, com resultados na maioria das vezes
discrepantes das posicoes taxonémicas de COILE e JONES (1981), considerando entao
68 espécies. SEMIR (1991) ndo aceitou a maioria das sinonimizacoes feitas por COILE e
JONES (1981) e ampliou a circunscri¢ao, englobando outros géneros sob Lychnophora.
SEMIR (1991) reconheceu um amplo conceito de Lychnophora, incluindo Chronopappus,
Lychnophoriopsis, Episcothamnus, Paralychnophora e parte de Piptolepis como
sinbnimos. ROBINSON (1999), em sua sinopse para espécies americanas da tribo
Vernonieae, considerou para o género Lychnophora 34 espécies, aceitando algumas
espécies sugeridas por SEMIR (1991), e considerando outras como sinénimos.

Recentemente, HIND (2000b) propds ainda uma nova espécie para 0 género,
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Lychnophora sericea.

Segundo SEMIR (1991), o género Lychnophora esta dividido em seis secoes:
Lychnophora, Lychnophoriopsis, Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus
e Chronopappus. O autor separou estas secdes baseando-se em diferencas nas
inflorescéncias e na presenca ou auséncia de bainhas ou peciolos nestes taxons.

O género Lychnophora apresenta um grande numero de endemismos, sendo
encontrado somente nos chamados campos rupestres do Brasil, nos estados de Goias,
Bahia e principalmente em Minas Gerais. Os campos rupestres sdo ambientes
geralmente com topografia acidentada, clima e solo secos. As espécies do género
ocorrem em afloramentos de solos rasos de arenito, quartzito ou ferro, ou sobre solos
profundos de arenito branco. As regides montanhosas onde ocorrem 0s campos
rupestres sdao descontinuas; as espécies sao representadas por populacées disjuntas,
tornando dificil a interpretagdo do conceito de espécies (GIULIETTI € PIRANI 1988). Ainda
segundo estes autores, com a formacgado de barreiras geograficas, surgem obstaculos
para que ocorra o fluxo génico entre estas populagdes. As condicdes ecoldgicas destes
ambientes possivelmente propiciam uma especiacdo intensa, podendo ser um dos
fatores destes endemismos e dos isolamentos encontrados em géneros e espécies que
ocupam este habitat (GIULIETTI e PIRANI 1988; SEMIR 1991). Um elevado grau de
endemismo geralmente esta correlacionado com a idade e o isolamento de uma area,
da diversificacdo dos habitats, e como estes fatores influenciam tanto a evolugédo (a
formacao de neoendémicos), como a sobrevivéncia dos endémicos (producdo de
reliquias endémicas) (KRUCKEBERG e RABINOWITZ 1985).

Ha suposi¢cdo de ocorréncia de possiveis hibridos naturais entre espécies de

Lychnophora, o que € apontado por COILE e JONES (1981) e SEMIR (1991) como um dos
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fatores complicadores da taxonomia do género. SEMIR (1991), embora sem um estudo
biossistematico comprobatério, comentou a possibilidade de que as espécies
endémicas tenham sido formadas como uma conseqliéncia de hibridizacdo, que
ocorreria pela producado de alopolipléides de segmento. Entretanto, ndo descartou a
possibilidade destes possiveis hibridos serem dipldides, como sugerido por GRANT
(1981) e BRIGGS e WALTERS (1997). Por outro lado, LEwIs (1972) discute a formacéao de
espécies endémicas sem hibridizacdo, como produtos de especiacdo gradual.
Especiacdo ecoldégica através do isolamento cada vez maior dos ecétipos destas
espécies pode ter ocorrido, propiciando a formagdo de neoendémicos (KRUCKEBERG €
RABINOWITZ 1985; SEMIR 1991). Também poder-se-ia cogitar a hipotese da formacéao
inicial de autopoliploides, embora este seja um fendbmeno raro na natureza (GUERRA
1988).

Nos trés estados em que as espécies de Lychnophora ocorrem, podemos
encontrar a seguinte distribuicao relativa a secoes e espécies (sensu SEMIR 1991): em
Minas Gerais estao representadas todas as seis se¢coes do género, sendo encontradas
52 espécies (76,5%). Na Bahia, estdo representadas 20 espécies (28%) distribuidas em
trés secdes, e por fim em Goids, existem duas secdes, representadas com cinco
espécies (7,3%) (SEMIR 1991).

No estado de Minas Gerais, o planalto de Diamantina e a Serra do Cipé (Cadeia
do Espinhago) sédo considerados os dois grandes centros de diversidade e endemismo
para o género (COILE e JONES 1981; SEMIR 1991). Na Chapada Diamantina, na Babhia,
podemos observar dois pequenos centros de diversidade, o primeiro compreendendo
as regides do Morro do Chapéu e o segundo as regides de Rio de Contas e Pico das

Almas. No estado de Goias, as espécies ocorrem na Chapada dos Veadeiros (SEMIR
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1991).

Antes da década de 1980, inexistiam relatos de numeros cromossémicos para
espécies de Lychnophora, sensu SEMIR (1991). Ainda hoje, ndo sao disponiveis outras
informagdes cariotipicas para o grupo, envolvendo a descricao de tamanho e morfologia
cromossdémica. O numero cromossémico inicialmente proposto foi n=17/2n=34, para L.
ericoides, L. tomentosa, L. heterotheca (= L. candelabrum) e L. diamantinana (COILE e
JONES 1981). Posteriormente, JONES (1982) citou 2n=36 para Eremanthus reflexo-
auriculatus (= Lychnophora reflexo-auriculata) e CARR et al. (1999) citaram um numero
atipico (2n=18 +1B) para L. phylicifolia.

Recentemente, MANSANARES et al. (2001, 2002) realizaram estudos
citotaxondmicos em representantes do género Lychnophora Mart. sensu SEMIR (1991).
Os dados obtidos por estes autores evidenciaram variacdo de niumeros cromossGmicos
com 2n=34, 2n=36 e 2n=38, sendo o numero 2n=34 0 mais comum entre as especies
estudadas. Segundo MANSANARES et al. (2001, 2002), L. ericoides e L. gardneri (sensu
SEMIR 1991) apresentaram numeros cromossomos distintos (2n=34 e 2n=36,
respectivamente), reforcando a distincao destas espécies, Ao contrario de COILE e
JONES (1981), que consideravam apenas a existéncia de L. ericoides. Os numeros
cromossémicos relatados para o género ndo parecem constituir-se em caracteres
distintivos para o reconhecimento de grupos de espécies, pois distribuem-se pelas
diversas secgdes. Entretanto, sdo caracteres muito importantes na diferenciacédo de
algumas espécies, cujos limites sao questionados por parte de varios taxonomistas
(MANSANARES et al. 2002).

MANSANARES et al. (2001, 2002) observaram o primeiro caso de poliploidia para o

género Lychnophora, em uma das populacées da espécie L. staavioides Mart., cujo
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namero cromossémico encontrado foi de n=34, sendo, portanto, um tetrapléide com
relagdo a base x=17. Os numeros cromossémicos observados por MANSANARES et al.
(2002) sugerem que 0s numeros cromossOmicos basicos para o género Lychnophora
seguem a série displéide x=17, 18 e 19. Estes dados, juntamente com os ja citados
previamente em literatura, sugerem que a subtribo Lychnophorineae tenha quatro
nameros cromossémicos basicos, x=15, 17, 18 e 19 (JONES 1982; ROBINSON 19963;
CARR et al. 1999; MANSANARES 2000, MANSANARES et al. 2002).

O presente estudo teve como objetivos ampliar o conhecimento de numeros
cromossémicos de espécies pertencentes a quatro das seis se¢des de Lychnophora, e
comparar tais resultados aos diferentes arranjos taxonémicos propostos para o género
por COILE e JONES (1981), SEMIR (1991) e ROBINSON (1999). Também objetivou-se

elaborar cariétipos de algumas espécies de Lychnophora.

2. MATERIAL E METODOS

Foram analisadas dezoito espécies do género Lychnophora (Tabela 2.1). Todas as
coletas foram realizadas em campos rupestres de varias regides do estado de Minas
Gerais, como Diamantina, Montes Claros e Grao Mogol, e da Bahia, em Rio de Contas
(Figura 2.1). Para algumas espécies foram analisadas mais de uma populacdo (L.
martiana, L. rosmarinifolia e L. villosissima). Foram coletados e herborizados ramos
florais e vegetativos seguindo técnicas usuais. Materiais-testemunho das espécies
foram depositados no Herbario UEC (Departamento de Botanica, IB, Universidade
Estadual de Campinas).

Os materiais coletados foram analisados e identificados especificamente pelos
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autores do trabalho e através de comparag¢ao com materiais do Herbario UEC, além da
consulta de bibliografias sobre o género (CoOILE e JONES 1981; SEMIR 1991; ROBINSON
1999). A identificacao das espécies de Lychnophora estudadas no presente trabalho e
a sua inclusdo em secbes seguiu a conceituacao de SEMIR (1991). Algumas dessas
espécies (L. angelae, L. cryptomerioides, L. grazielae, L. itacambirensis, L. mutica, L.
nanuzae, L. prostrata e L. sobolifera) ainda nao foram validamente publicadas, sendo
citadas somente por SEMIR (1991).

As laminas para o estudo mitético foram preparadas através da técnica de Giemsa
(GUERRA 1983). As raizes pré-tratadas foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
(8HQq) por cinco horas, a 15°C e fixadas em solugado Carnoy (3 etanol: 1 4cido acético
glacial), e posteriormente hidrolizadas em HCI 5N, em temperatura ambiente, por 20
minutos e lavadas em agua destilada. Para a preparacdo das laminas, as pontas de
raizes foram dissecadas e esmagadas em uma gota de acido acético 45% entre lamina
e laminula. As laminas foram retiradas ap6s congelamento em nitrogénio liquido. Apds
secas, as laminas foram coradas com solugdo de Giemsa 2% por 20 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada para que o excesso de corante
fosse retirado. Apds secas, as laminas foram montadas com Entellan.

Para os estudos meiéticos foram coletados botdes florais de diversos tamanhos e
fixados em solugédo de Carnoy por 24 horas; posteriormente os botées foram estocados
em alcool 70%, a 4°C. As laminas foram preparadas através da técnica de MEDINA e
CONAGIN (1964), pelo esmagamento e coloracdo de anteras com carmim acético 1,2%.
A lamina foi ligeiramente aquecida e posteriormente esmagada entre dois papéis de
filtro.

Contagens cromossémicas em mitose e meiose foram realizadas, em média, em
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20 células por espécie/populacao, a excecao de L. villosissima (Pop01), para a qual
foram analisadas 59 células na analise mitotica e 61 em meiose (Tabela 2.1).

Na elaboracdo dos ideogramas, os cromossomos foram desenhados em camara
clara e medidos com a ajuda de um micrbmetro digital, fazendo-se a devida
comparacdo com uma escala micrométrica ampliada na mesma proporcao. Os
cromossomos foram medidos pelo menos em dez células de cada espécie/populacao,
sendo utilizada como padrao a média da medida de cada par, incluindo tamanho do
cromossomo, posi¢ao centromérica e de constricoes secundarias. A nomenclatura para
a morfologia cromossémica adotada neste trabalho foi a de GUERRA (1986).

Para caracterizacdo do cariétipo foram também utilizadas medidas como o CTC
(comprimento total da cromatina), calculado através da somatéria do tamanho individual
de todos os cromossomos, o IC (indice centromérico) de cada par cromossémico,
calculado dividindo-se o tamanho do brago curto do cromossomo pelo tamanho
individual do cromossomo e multiplicando-se por 100, e o TF (indice de assimetria),
através da soma de todos os indices centroméricos de cada par e dividindo-se pelo
namero de pares cromossdmicos (HUZIWARA 1968).

Também foram calculados os indices de assimetria intracromossomica (A¢) e
intercromossdémica (A2) segundo ZARcCO (1986), indicados para analise de taxa
relacionados que apresentam pequenas diferencas na assimetria cariotipica. A
assimetria cariotipica intracromossémica (A1) € dada pelas relagbes entre os bracos
cromossdmicos. O indice de assimetria intercromossémico A, a variagdo no
comprimento cromossémico, independente do nimero cromossémico.

Para a confeccdo dos ideogramas, optou-se pelo arranjo dos cromossomos pela

forma e nédo pelo tamanho, seguindo os estudos anteriores de cariétipos para espécies
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da tribo Vernonieae (DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS e FERNANDEz 1998,
2000).

A anadlise das laminas foi feita através de observagdo em fotomicroscépio comum.
Células em condicoes adequadas de espalhamento e condensagdo cromossdmica
foram documentadas em fotomicroscopio. As fotografias foram feitas em filme preto e

branco Agfa Pan ISO 25.

3. RESULTADOS

Trés numeros cromossémicos diferentes foram obtidos para as dezoito espécies
de Lychnophora analisadas (sensu SEMIR 1991), 2n=34, 2n=36 e 2n=38 (Tabela 4.2,
Figuras 2.3, 2.4 e 2.5). Na secao Lychnophora, todos esses numeros cromossémicos
foram obtidos, porém, 2n=36 nao foi observado nas demais sec¢des analisadas neste
estudo. Na secdo Lychnophorioides, as trés espécies apresentaram 2n=34, enquanto
nas duas espécies das secdes Lychnocephaliopsis e Chronopappus houve constancia
de 2n=38. O numero 2n=34 (n=17) foi obtido em cinco espécies, L. angelae, L.
granmogolensis, L. leucodendron, L. sincephala e L. prostrata. O nimero cromossémico
2n=36 (n=18) foi observado em dez espécies (L. cryptomerioides, L. itacambirensis, L.
martiana, L. nanuzae, L. ramosissima, L. rosmarinifolia, L. salicifolia, L. sobolifera, L.
villosissima e L. uniflora) e o 2n=38 (n=19) apenas em trés espécies, L. grazielae, L.
markgravii e L. mutica. Nas espécies Lychnophora nanuzae, L. prostrata e L. sincephala
foram observadas células com polissomatia cromossémica, isto €, células tetrapléides
esporadicas em meio as células normais (Figura 2.6).

Em L. villosissima, na populacdo 01, foram observadas células com numero

cromossémico variando entre 2n=36, 2n=37 e 2n=38 (Figura 2.3D-F). Células de uma
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mesma raiz apresentavam estes trés numeros cromossémicos. Em trés dentre dez das
raizes observou-se apenas células com 2n=36, uma apenas com 2n=37, uma com
2n=38, duas com 2n=37, 38, e trés com 2n=36, 37 e 38. Este é o primeiro caso de
variacdo numérica nao relacionado a poliploidia registrado para Lychnophora, onde
2n=36 € o numero dipldéide caracteristico da espécie, enquanto 2n=37 e 2n=38 podem
indicar aneuploidia (trissomia e tetrassomia, respectivamente) ou cromossomos B.

A analise dos ideogramas (Figura 2.2) e dos caridtipos (Tabela 2.3) revela
algumas diferencas entre as espécies Lycnhophora markgravii, L. rosmarinifolia e L.
uniflora com relacdo ao tamanho e a morfologia cromossémica. O tamanho dos
cromossomos variou de 1,10um a 2,58um nas trés espécies, sendo um pouco maiores
em L. uniflora (Tabela 2.3). O comprimento total de cromatina (CTC) é relativamente
semelhante entre L. markgravii e L. rosmarinifolia, porém € maior em L. uniflora, apesar
desta espécie apresentar nimero cromossOmico igual ou menor que as demais.

Todas as espécies analisadas apresentam cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, porém em diferentes proporcdes, conforme pode ser resumido na
formula cariotipica (Tabela 2.3). Os cromossomos sdo, em sua maioria, metacéntricos.
Apesar das diferengcas morfolégicas, observou-se semelhangca na simetria cariotipica,
com valores de TF% praticamente idénticos (Tabela 2.3).

O indice de assimetria intracromossémico A; e intercromossémico (Az) nas
espécies de Lychnophora estudadas mostraram-se relativamente variaveis (Tabela 2.3),
e a comparacao dos mesmos parece ser Util na diferenciacdo das espécies analisadas.
A andlise grafica dos resultados mostra que as espécies L. uniflora e L. rosmarinifolia
apresentam alguma semelhanga na assimetria cariotipica, porém L. markgravii € mais

diferenciada (Figura 2.3).
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4. DiscussAo

As contagens cromossdmicas sao inéditas para quatorze das dezoito espécies de
Lychnophora analisadas no presente trabalho (Tabela 2.2, Figuras 2.5 — 2.6), sendo
gue o numero de espécies estudadas sensu SEMIR (1991) foi ampliado de 27,94% para
50%. Os numeros cromossOmicos obtidos aqui coincidem com o0s anteriormente
descritos para outras espécies do género: 2n=34, 2n=36 e 2n=38 (COILE e JONES 1981;
JONES 1982; CARR et al. 1999; MANSANARES 2000; MANSANARES et al. 2001, 2002), além
dos outros géneros da subtribo Lychnophorinae. Sendo assim, pode-se sugerir que das
espécies de Lychnophora atualmente conhecidas citologicamente, onze apresentam
n=17 (2n=34), treze tém n=18 (2n=36) e oito tém n=19 (2n=38).

Para as espécies L. tomentosa e L. candelabrum sao citados dois numeros
cromossémicos, ambos com n=17 (2n=34) por COILE e JONES (1981) e 2n=38 e 36,
respectivamente, por MANSANARES et al. (2001, 2002). Essa diferenga nos resultados
confirma a necessidade da andlise do maior numero possivel de células, utilizando,
quando possivel, 0 maior numero de popula¢des, dado que contagens e identificagcdes
errdneas trazem inUmeras incertezas na interpretacéo dos dados.

Um bom exemplo é a espécie L. granmogolensis, tratada por CARR et al. (1999)
como L. phylicipholia (veja MANSANARES et al. 2002). O numero cromossémico
anteriormente relatado foi 2n=18+2B, incomum para o grupo. Por outro lado, o nimero
cromossémico encontrado para L. granmogolensis no presente trabalho foi de 2n=34 o
qual concorda com os dados registrados em literatura para outras espécies de

Lychnophora (COILE e JONES 1981; JONES 1982; MANSANARES et al. 2001). Neste caso,
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ha um duplo erro, na contagem cromoss6mica e na identificacao taxonémica.

As espécies Lychnophora mutica, L. prostrata e L. salicifolia também foram
revistas no presente trabalho, e os dados cromossémicos obtidos aqui corroboram os
previamente citados por MANSANARES et al. (2001, 2002). Para as espécies L. mutica e
L. prostrata haviam sido reportadas apenas contagens meioticas (MANSANARES et al.
2001, 2002), sendo estes numeros cromossémicos confirmados através de registros em
mitose. Ja para a espécie L. salicifolia, para a qual existiam tanto registros meiéticos
quanto mitéticos (MANSANARES et al. 2001, 2002), o numero cromossdémico foi
confirmado pela analise de uma segunda populacéo.

Das seis secgOes consideradas previamente por SEMIR (1991) para o género
Lychnophora, representantes de trés secdes (Lychnophora, Lychnophoriopsis e
Lychnocephaliopsis) foram analisados previamente por MANSANARES et al. (2001, 2002).
No presente estudo, representantes de mais duas secgdes (Lychnophorioides e
Chronopappus) passaram a ser conhecidos citologicamente.

Dentre as vinte e cinco espécies da seg¢do Lychnophora, ha nameros
cromossémicos conhecidos para vinte e duas. Essa secdo agregou a maioria das
espécies do género com 2n=34, destacando-se o reestudo de L. granmogolensis e de
L. prostrata no presente trabalho (Figuras 2.4A e 2.5C). Outros numeros
cromossémicos foram obtidos, como 2n=36 observado na maioria das espécies,
relatado previamente para trés espécies, L. gardneri, L. pohlii e L. salicifolia e para mais
nove neste estudo, L. cryptomerioides, L. itacambirensis, L. martiana, L. nanuzae, L.
ramosissima, L. rosmarinifolia, L. sobolifera, L. villosissima e L. uniflora. O namero
2n=38 (n=19) foi obtido em L. pseudovillosissima e L. mutica, estudadas por

MANSANARES et al. (2001, 2002).
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Das vinte e cinco espécies propostas por SEMIR (1991) para a secao
Lychnophorioides, apenas trés foram aqui analisadas, L. angelae, L. leucodendron e L.
sincephala. Para todas as espécies desta secao até o presente analisadas, o niumero
cromossdmico 2n=34 parece ser consistente (Figuras 2.5 e 2.6).

Para as oito espécies da secao Lychnocephaliopsis, ja eram conhecidos dois
nameros cromossémicos diferentes, 2n=38 e 2n=36 (MANSANARES et al. 2001, 2002),
em cinco delas (Tabela 2.2). No presente trabalho, a espécie L. grazielae foi analisada,
tendo sido observado o nimero cromoss6mico 2n=38 (n=19), assim como na maioria
das espécies previamente analisadas.

A secao Chronopappus € composta por duas espécies, das quais a espécie L.
markgravii foi aqui estudada, tendo sido obtido o nimero cromossémico 2n=38.

Em pelo menos quatro das secbes de Lychnophora sensu SEMIR (1991), os
nameros cromossémicos observados ocorrem distribuidos entre suas espécies, nao
parecendo até o momento, constituir-se em caracteres importantes para serem usados
para segrega-las em géneros distintos, conforme proposta de MACLEISH (1984), HIND
(2000a) e ROBINSON (1982a, 1999). Constancia de numero cromossémico (2n=34)
parece ocorrer apenas na sec¢ao Lychnophorioides, embora tenham sido analisadas
apenas trés dentre as 25 espécies propostas por SEMIR (1991).

Se por um lado, a variagdo cromossémica numérica nao permite a caracterizagao
ou distincdo entre as sec¢des de Lychnophora, espécies podem ser diferenciadas
mediante a comparacdo dessa caracteristica. Como exemplo, tem-se o conjunto de
espécies L. ericoides, L. pinaster, L. gardneri e L. pseudovillosissima. COILE e JONES
(1981) sinonimizaram todas estas espécies sob Lychnophora ericoides, porém SEMIR

(1991) decidiu pela individualidade de cada uma delas. L. pinaster e L. ericoides
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apresentam 2n=34, sendo diferenciadas, segundo SEMIR (1991) pelo habito, indumento
e atributos foliares. Lychnophora ericoides e L. pinaster ttm uma semelhanca aparente
com a espécie nova proposta por SEMIR (1991), L. pseudovillosissima. De fato, esta
espécie apresenta consistentemente as folhas bem finas e compridas, semelhantes as
exibidas nos dois taxa acima citados. Entretanto, esta semelhanca é, de acordo com
SEMIR (1991), apenas aparente, uma vez que L. pseudovillosissima apresenta folhas
pecioladas e as outras duas espécies ndo. Esta diferenca morfoldgica é reforcada pelo
namero cromossOmico distinto de L. pseudovillosissima, 2n=38 (MANSANARES 2000 e
MANSANARES et al. 2002). Com relacao a L. gardneri, 0 nimero cromossdmico (2n=36)
¢é distinto em relagdo as outras trés espécies e, segundo SEMIR (1991), ndo tém muitas
afinidades quando se comparam caracteres morfol6gicos.

As espécies Lychnophora passerina e L. ramosissima foram consideradas por
CoOILE e JONES (1981) sob Haplostephium passerina. No entanto, SEMIR (1991) incluiu
estas duas espécies novamente em Lychnophora, considerando-as duas entidades
taxonémicas distintas. Este autor diferenciou-as principalmente por caracteres foliares,
como por exemplo, em L. ramosissima as laminas foliares sdo sempre menores, com
forma curta e oval e com apice subpungente, enquanto L. passerina apresenta folhas
sempre maiores, lineares e apice curto, e nunca pungente. Neste trabalho foi obtido o
nuamero cromossdmico de 2n=36 para L. ramosissima, enquanto MANSANARES et al.
(2001, 2002) obtiveram 2n=34 para L. passerina. Estes resultados, juntamente com as
consideragdes morfolégicas e taxondmicas discutidas por SEMIR (1991), reforcam a
posicao taxonémica deste autor.

A polissomatia cromossémica observada em Lychnophora nanuzae, L. prostrata e

L. sincephala é freqliente em meristemas radiculares de diversos grupos de plantas,
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como em Leguminosae (BERGER et al. 1958). SCHEREIBER (1966) denominou o
fenbmeno da variacdo da ploidia durante a histogénese de endoploidia, que pode ser
caracterizado pela multiplicacédo repetida dos genomas, sem que se realize a divisdo do
nucleo e da célula. A ocorréncia de mosaicismos cromossémicos numéricos origina-se
de fenbmenos citoldégicos como reducdo somatica, ndo disjungdo, eliminacao de
cromossomos, duplicacdo do conjunto cromossdémico, divisdo assincronica dos
centrdbmeros, sendo registrada para um grande numero de espécies. Embora os
mecanismos e os fatores responsaveis ndao sejam bem estudados, parece que este
fenbmeno esta freqlientemente associado com hibridizacdo, poliploidia e tratamentos
quimicos (RAO e NIRMALA 1986).

Os diferentes numeros cromossomicos, 2n=36, 2n=37 e 2n=38 obtidos na
populacdo Pop01 de L. villosissima (se¢ao Lychnophora), podem ser associados a
ocorréncia de aneuploidia/disploidia. Para as outras populagdes (Pop02 e Pop03), o
numero cromossOmico obtido foi constante e igual a 2n=36. Aneuploidia/disploidia € um
fenbmeno comum em plantas, e ocorre pela perda ou ganho de um ou de poucos
cromossomos. Na disploidia, ndo ha alteracdo na quantidade de DNA do genétipo, o
gue ocorre na aneuploidia. O numero cromossdmico resultante ndo € um multiplo exato
do numero basico dos verdadeiros diploides, e geralmente muitas espécies vegetais,
particularmente as formas selvagens, podem tolerar poucos cromossomos adicionais
(STEBBINS 1971; MALALLAH et al. 2001). A aneuploidia/disploidia surge principalmente de
desvios meiodticos ou mitoticos espontdneos ou em resposta a tratamentos quimicos ou
radiacdo (STEBBINS 1971; MALALLAH et al. 2001). Este € um importante fenbmeno néo
somente em estudos citogenéticos, mas também devido a seu provavel papel no

mecanismo de especiacdo (STEBBINS 1971). A aneuploidia desempenhou papel
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importante na diferenciacao das espécies de Lychnophora (MANSANARES et al. 2002).

A variacdo cromossémica observada em L. villosissima também pode ser
interpretada como presenca de cromossomos B em adicido ao complemento dipléide,
de 2n=36. A origem e desenvolvimento dos cromossomos B sao discutidos por
FREGONEzI et al. (2004) e por varios outros autores, que sugerem que estes surjam a
partir do complemento A, através de mecanismos como a fragmentag¢ao cromossémica,
amplificacdo de DNA e introgressao através da hibridacao interespecifica. Populacoes
naturais de muitas espécies de plantas contém cromossomos B, que sao, na maioria
das vezes heterocromaticos.

Os cariotipos das trés espécies aqui analisadas, L. markgravii, L. rosmarinifolia e
L. uniflora, apresentaram diferencas quanto ao numero, tamanho e forma dos
cromossomos € em alguns parametros deles resultantes. O tamanho individual dos
cromossomos e 0 comprimento total da cromatina (CTC) mostraram-se diferentes entre
as trés espécies. L. uniflora (secao Lychnophora), com 2n=36 apresenta um CTC muito
superior (68,68um), inclusive em relagcdo a L. markgravii (se¢ao Chronopappus), que
apresenta um par de cromossomos a mais (2n=38, CTC=61,50um) .

As trés espécies analisadas apresentam cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, porém em diferentes proporcdes. O predominio de metacéntricos
concorda com os dados disponiveis em literatura para a tribo Vernonieae (RUAS et al.
1991, DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS € FERNANDEZ 1998, 2000). Apesar desta
diferenca, o indice de assimetria TF% € praticamente igual nas espécies. Com relacao
aos indices de assimetria intracromossémico (A¢) e intercromossémica (Az), que sao
utilizados preferencialmente quando nao existem grandes diferencas nos cariétipos,

pode-se verificar uma pequena diferenga entre os cariétipos das trés espécies.
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A relacdo entre os indices de assimetria intracromossdmica (A1) e
intercromossdémica (Az) de todas as espécies analisadas (Figura 2.3) mostra pequena
diferenciacao entre as espécies L. uniflora e L. rosmarinifolia. Entretanto, L. markgravii
apresenta assimetria cariotipica mais diferenciada em relacdo as outras duas espécies
analisadas (Figura 2.3). Estes resultados sao bastante interessantes, pois L. markgravii
pertence a secdo Chronopappus, enquanto as outras duas estdo na secao
Lychnophora. As duas espécies desta secado sao diferenciadas das demais por uma
série de caracteres foliares e da inflorescéncia. As folhas sdo amplexicaules, com
laminas com as maiores dimensdes avaliadas para as espécies do género. As
inflorescéncias, embora mantenham o padrao basico de glomérulos de capitulos, estes
estdo distribuidos ao longo dos ramos, constituindo paniculas até espigas de
glomérulos simples ou compostos, tratando-se de caracteristicas Unicas em
Lychnophora (SEMIR 1991).

Apesar das diferencas em alguns parametros cariotipicos, estes dados
cromossémicos nao parecem dar um amplo subsidio para a taxonomia deste grupo.
Isso se deve ao fato de que os cromossomos sao pequenos, € as diferencas
morfolégicas ndo sdo prontamente detectadas mediante a analise de uma ou poucas
células de cada espécie, mas sao ressaltadas apenas pela comparacao de valores
médios, resultantes de uma maior amostragem. Entretanto, o conjunto de caracteres
(numero, tamanho e posigao centromérica) pode ser Util na caracterizagdo e distingao
de espécies cuja morfologia externa (caracteres vegetativos e reprodutivos) seja muito
parecida.

Através da andlise dos resultados obtidos neste trabalho e das comparagdes com

os previamente citados em literatura (Tabela 2.2), pode-se sugerir que a subtribo
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Lychnophorinae tem quatro numeros basicos, x = 15, 17, 18 e 19, sendo o género
Lychnophora representado por x=17, 18 e 19 (MANSANARES et al. 2001, 2002). Pode-se
sugerir também que o0 mecanismo pelo qual as variagdes cromossémicas ocorrem no
género Lychnophora é a aneuploidia ou disploidia.

O modelo de evolucao cariotipica em Vernonieae, tribo a qual pertence o género
Lychnophora, sugere que os representantes do Velho Mundo estdo baseados em x=9 e
10 enquanto os neotropicais em x=17 (JONES 1974, 1979; MATHEW e MATHEW 1976;
TURNER et al. 1979; GALIANO e HUNZIKER 1987; RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1996, 1998,
2002; DEMATTEIS e FERNANDEZ 1998, 2000). Algumas espécies de Vernonieae do Novo
Mundo podem ter surgido pela duplicagdo de uma espécie com n=9 para n=18, e entao
derivada por aneuploidia/disploidia a partir deste polipléide, originando o nimero n=17,
amplamente conhecido entre as Vernonieae neotropicais. Por outro lado, os dados
cromossémicos para as espécies de Vernonieae paleotropicais revelam a existéncia de
poucos polipléides. BREMER (1994), baseando-se no trabalho de JONES (1977) e de
JEFFREY (1988), sugere que o0 numero basico x=17 encontrado nas espécies
americanas da tribo Vernonieae é apomérfico em comparagédo a tribo Liabeae. Esta
tribo, por sua vez é considerada a mais préxima de Vernonieae (BREMER 1994). Em

Liabeae, x=9 prevalece, como nas espécies de Vernonieae do Velho Mundo.
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Tabela 2.1- Espécies e populacbes de Lychnophora (subtribo Lychnophorinae) analisadas com as
respectivas localidades e materiais-testemunho.

ESPECIES LocAL PopPULACAO NUMERO DE COLETOR
Lychnophora sect. Lychnophora
L cryptomerioides Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 163
L. granmogolensis (A.P.Duarte) Semir e Leitdo Filho
(inéd.) BA. Rio de Contas Pop01 Moraes e Aona MDM452
L. itacambirensis Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, ltacambira Pop01 Mansanares et al. 266
MG, Juramento Pop01 Mansanares et al. 180

L. martiana Gard. MG, Montes Claros Pop02 Semir e Duthil s/n®

MG, Santana do

L. mutica Semir e Leitao Filho (inéd.) Pop01 Mansanares e Kinoshita 270

Riacho
L.nanuzae Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 143
L. prostrata Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 00/26
L. ramosissima Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 171
g MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 00/29
L. rosmarinifolia Mart. MG, Diamantina Pop02 Mansanares et al. 00/36
L. salicifolia Mart. MG, Juramento Pop01 Mansanares et al. 191
L.sobolifera Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 110
MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 00/23
L. villosissima Mart. MG, Diamantina Pop02 Mansanares et al. 00/37
MG, Diamantina Pop03 Mansanares et al. 00/93
L. uniflora Schultz-Bip. BA, Rio de Contas Moraes e Aona MDM 508
Lychnophora sect. Lychnophorioides
L. angelae Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Serra do Cipé Pop01 Mansanares e Verola 377
. L BA, Rio de Contas Pop01 Moraes e Aona MDM 503
L. leucodendron (Mattf.) Semir e Leitdo Filho (inéd.) BA. Rio de Contas Pop02 Moraes e Aona MDM521
L. sincephala Gard. MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al.232
Lychnophora sect. Lychnocephaliopsis
L. grazielae Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Serra do Cipé Pop01 Mansanares e Verola376
Lychnophora sect. Chronopappus
L. markgravii G.M. Barroso MG, Grao Mogol Pop01 Aona 701

Tabela 2.2 — NUumeros cromossOmicos para espécies de Lychnophora, incluindo os citados anteriormente
em literatura para as espécies da subtribo Lychnophorinae; (-: contagens inéditas).

ESPECIE n 2n REFERENCIA
Lychnophora sect. Lychnophora
L. cryptomerioides Semir e Leitao (inéd.)* 18 36 Presente trabalho
, , . 17 - Coile e Jones, 1981
L. diamantinana Coile e Jones 17 34 Mansanares et al. 2002
L ericoides Mart 17 - Coile e Jones, 1981
’ ' - 34 Mansanares et al. 2002
L. gardneri Sch. Bip. - 36 Mansanares et al. 2002
L. granmogolensis (A.P.Duarte) Semir e 18+B Carr et al., 1999
Leitao (inéd.) 34 Presente trabalho
L. itacambirensis Semir e Leitdo (inéd.)* 18 36 Presente trabalho
(Tabela 2.2 continua)
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ESPECIE n 2n REFERENCIA
L. martiana Gard.* - 36 Presente trabalho
L. mutica Semir e Leitdo (inéd.) ca.19 - Mansanares et al. 2002
' ' - 38 Presente trabalho
L nanuzae Semir e Leitao (inéd.)* - 36 Presente trabalho
L. passerina (Mart. ex DC.) Gardner 17 34 Mansanares et al. 2002
L. pinaster Mart. 17 - Mansanares et al. 2002
L. pohlii Sch. Bip. 18 - Mansanares et al. 2002
. . 17 - Mansanares et al. 2002
L. prostrata Semir e Leitao (inéd.) i 34 Presente trabalho
L. pseudovillosissima Semir e Leitao (inéd.) - 38 Mansanares et al. 2002
L. ramosissima Mart.* 18 36 Presente trabalho
L. rosmatrinifolia Mart.* - 36 Presente trabalho
L. rupestris Semir e Leitao (inéd.) 17 34 Mansanares et al. 2002
L. salicifolia Mart.* 18 36 Mansanares et al. 2002
’ ' - 36 Presente trabalho
L. sobolifera Semir e Leitdo Filho (inéd.)* 18 - Presente trabalho
L staavioides Mart. 34 34 Mansanares ef al. 2002
L. villosissima Mart.* 18 36 Presente trabalho
L. uniflora Schultz-Bip.* - 36 Presente trabalho
Lychnophora sect. Lychnophorioides
L. angelae Semir e Leitao Filho (inéd.)* 17 - Presente trabalho
(Lm élg:jicodendron (Mattf.) Semir e Leitao i 34 Presente trabalho
L. sincephala (Sch. Bip.) Sch. Bip.” - 34 Presente trabalho
Lychnophora sect. Chronopappus
L. markgravii G.M. Barroso* 38 Presente trabalho
Lychnophora sect. Lychnocephaliopsis
L. cipoensis Semir e Leitao (inéd.) 19 38 Mansanares et al. 2002
L. grazielae Semir e Leitao Filho (inéd.)* 19 - Presente trabalho
L. joliana Semir e Leitao (inéd.) 18 36 Mansanares et al. 2002
L. mello-barretoi G.M.Barroso 19 38 Mansanares et al. 2002
L. sellowii Sch. Bip. 38 Mansanares et al. 2002
. 17 - Coile e Jones, 1981
L. tomentosa (Mart. ex DC.)Sch.Bip. 19 38 Mansanares et al. 2002
Lychnophora sect. Lychnophoriopsis
L. heterotheca (Sch.Bip.) Coile e Jones (=L. 17 .
candelabrum Sch. Bip.) Coile & Jones, 1981
L. candelabrum Sch. Bip. - 36 Mansanares et al. 2002
Eremanthus
E. eleagnus Sch.Bip. 15 - Turner et al. 1979
E. reflexo auriculatus Barroso
(L reflexoauriculata) 36 Jones 1982
Minasia
M. alpestris 17 - Dematteis 1998
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Tabela 2.3 - NUmeros cromossomicos, férmulas cariotipicas, variagdo do tamanho cromossémico

dentro da espécie, CTC e TF%, A;: indice de assimetria intracromossOmica, A,: indice de
assimetria intercromossémica das espécies de Lychnophora analisadas.
. FORMULA VARIACAO DE CTC o
ESPECIE 2N CARIOTIPICA  TAMANHO (um) (nm) TF % As Az
L. markgravii 38 20m+18sm 1,14-2,23 61,50 41,26 0,047 0,158
L. rosmarinifolia 36 30m+6sm 1,10-2,10 54,88 42,34 0,063 0,152
L. uniflora 36 24m+12sm 1,30-2,58 68,69 41,35 0,062 0,168
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Figura 2.1- Mapa com as regides de coleta das espécies de Lychnophora. (Mapa: cortesia E. L.

Borba).
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Figura 2.2 — Ideogramas de espécies de Lychnophora. A: L. markgravii, 2n=38, 10m+9sm. B:
L. rosmarinifolia (Pop01), 2n=36, 15m+3sm. C:. L. uniflora, 2n=36, 12m+6sm. (m =
metacéntrico;sm = submetacéntrico).
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Figura 2.3: Assimetria cariotipica para as espécies de Lychnophora estudadas, seguindo
metodologia de Zarco (1986):A L. rosmarinifolia;® L. uniflora e® L. markgravii.
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Figura 2.6 - Metafases mitéticas em espécies de Lychnophora: A — L.
syncephala, 2n=34; B — L. syncephala, polissomatia; C — L. prostrata, 2n=34; D —
L. prostrata, polissomatia. Barra = 10um. Metafases meibticas em espécies de
Lychnophora; E — L. ramosissima , n=18; F - L. sobolifera, n=18; G — L. angelae,
n=17. Barra = 10um.
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Capitulo 3

Citotaxonomia de espécies das secoes
Lychnophoriopsis e Sphaeranthus do género

Lychnophora Mart. (Asteraceae: Vernonieae:

Lychnophorinae)

Autores: Mansanares, M.E.; Forni-Martins, E.R. e Semir, J.



1.Introducao

O ¢género Lychnophora é composto por seis segdes: Lychnophora,
Lychnophoriopsis, Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus e
Chronopappus (SEMIR 1991). Dentre estas, Lychnophoriopsis e Sphaeranthus ja foram
consideradas como géneros independentes, sob denominagdo Lychnophoriopsis
(SCHULTZ-BIPONTINUS 1863; ROBINSON 1992) ou Episcothamnus (ROBINSON 1981) e de
Paralychnophora (MACLEISH 1984; MACLEISH e SCHUMACHER 1984; HIND 1995, 2000),
respectivamente. Parte de Paralychnophora também ja foi tratada como Eremanthus
(BAKER 1873; ROBINSON 1996).

O género Lychnophoriopsis foi descrito por SCHULTZ-BIPONTINUS (1863),
considerando uma Unica espécie, Lychnophoriopsis heterotheca, tendo como
caracteristica diferencial genérica a presenca de cipselas dimorfas. No mesmo trabalho,
descreveu Lychnophora candelabrum a partir de um material estéril, a qual foi
considerada duvidosa sob Lychnophora por BAKER (1873) e COILE e JONES (1981).
ROBINSON (1981) combinou L. candelabrum em seu novo género Episcothamnus,
caracterizado por suas cipselas homomorficas. COILE e JONES (1981) sinonimizaram o
género Lychnophoriopsis sob Lychnophora, sem discutir os critérios para esse
procedimento. Esta sinonimizacdo também foi aceita por SEMIR (1991), que manteve
Lychnophoriopsis como uma secao de Lychnophora. Este Ultimo autor argumentou
ainda que o grande numero de flores (até 25) atribuido por ROBINSON (1981) para a
distincdo de Episcothamnus em relacéo a Lychnophora é apenas parte da variacao do
nuamero de flores de Lychnophora candelabrum (com 11 a 25 flores por capitulo).

Logo em seguida, ROBINSON (1992) considerou Episcothamnus sob

Lychnophoriopsis, considerando para o género quatro espécies (L. heterotheca, L.
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candelabrum, L. damazioi e L. hatschbachii). Entretanto, SEMIR (1991) sinonimizou
Lychnophoriopsis heterotheca sob Lychnophora candelabrum por verificar que o
material tipo da primeira espécie nao apresentava cipselas heteromorfas, como
sugerido por SCHULTZ-BIPONTINUS (1863) no estabelecimento de Lychnophoriopsis.
Propb6s ainda uma nova espécie, Lychnophora montesclarensis, na sua Secao
Lychnophoriopsis. No conceito de SEMIR (1991) a secéo Lychnophoriopsis € constituida
por quatro espécies: L. candelabrum, L. damazioi, L. hatschbachii e L. montesclarensis.

Dados anatémicos, como por exemplo, a presenca do mesmo tipo de cipsela, com
carpopddio pouco diferenciado com células alongadas, sugeriram que 0s géneros
Lychnophora e Lychnophoriopsis sao semelhantes (ROBINSON 1992). Este autor sugeriu
que estes dois géneros podem ser combinados, entretanto, alguns caracteres dos
capitulos, como por exemplo, inflorescéncias mais alongadas e auséncia de capitulos
secundarios, podem ser caracteres que separam suas espécies (ROBINSON 1992). Esta
ultima diferenga foi enfatizada por LEITAO FILHO e SEMIR (1979) quando removeram L.
damazioi de Lychnophora, transferindo-a para Vernonia, recentemente considerada sob
Lychnophoriopsis por ROBINSON (1992, 1999).

O género Paralychnophora foi proposto por MACLEISH (1984) como um nome novo
para o género monotipico Sphaeophora estabelecido por SCHULTZ-BIPONTINUS (1863),
com a espécie S. bicolor. Posteriormente, este género foi considerado por BAKER (1873)
como uma secdo dentro de Eremanthus. BARROSO (1986) descreveu uma outra
espécie, na secao Sphaeranthus denominada Eremanthus reflexo-auriculatus (BAKER
1873). Assim, na sua revisdao de Eremanthus, MACLEISH (1984, 1987) separou e
considerou as duas espécies da secao Sphaeranthus de Eremanthus como

Paralychnophora bicolor e P. reflexoauriculata. A autora considerou Lychnophora e
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Paralychnophora semelhantes nas ramificagbes candelabriformes, folhas coriaceas,
indumento denso, presenca de glomérulos solitarios e de pappus bisseriado.

MACLEISH (1984, 1987) distinguiu Paralychnophora em relagcdo a Lychnophora
pelas caracteristicas dos elementos da série interna do pappus das cipselas: pouco
numerosos, curtos, achatados, espiralados e deciduos em Lychnophora; em
Paralychnophora sao numerosos, filiformes, persistentes e sem apresentar
espiralizacdo proeminente. Segundo SEMIR (1991), estas caracteristicas, em conjunto,
seriam boas apenas para separar a secao por ele proposta, como Lychnophora sect.
Sphaeranthus.

Na sinonimizacdo de Paralychnophora sob Eremanthus, ROBINSON (1996)
descreveu mais duas espécies para este género: Eremanthus santosii e E. harleyi. Esta
sinonimizacao nao foi aceita por HIND (1995, 2000), que considerou Paralychnophora
como valido e descreveu e combinou as duas espécies descritas por ROBINSON (1996)
como: Paralychnophora santosii e P. harleyi, além de descrever mais duas espécies
novas. Assim, HIND (1995, 2000) considerou o género Paralychnophora com seis
espécies. Segundo HIND (2000), o género Paralychnophora também pode ser
distinguido de Lychnophora pela presencga de inflorescéncias freqlientemente axilares e
grandes, pelos apices com tufos de tricomas nos lobos da corola, cipselas angulares
glabras e pappus bisseriado persistente, com uma série interna filiforme.

As espécies da secao Sphaeranthus sensu SEMIR (1991) apresentam um
endemismo bastante pronunciado, estando distribuidas nos complexos rupestres dos
estados brasileiros de Minas Gerais e Bahia. J& as espécies de Lychnophoriopsis
apresentam uma distribuicdo um pouco mais restrita, sendo encontradas somente no

norte do estado de Minas Gerais. As espécies e géneros encontrados nos chamados

64



campos rupestres, geralmente apresentam um elevado grau de isolamento, sendo
muitas vezes endémicos a estas regides. Segundo GIULIETTI e PIRANI (1988) existem
muitas barreiras geograficas entre as populacdes destes ambientes por se tratarem de
regides com topografia bastante acidentada, e solos muitas vezes formando manchas
com caracteristicas bastante peculiares a determinadas areas, o que pode estar
propiciando uma especiacao intensa. Um elevado grau de endemismo geralmente é
correlacionado com a idade e isolamento de uma area, da diversificacdo dos habitats,
0os quais influenciam na formacdo de neoendémicos, e na producdo de reliquias
endémicas (KRUCKEBERG e RABINOWITZ 1985).

O conhecimento de numeros cromossOmicos € escasso para as espécies da
secao Lychnophoriopsis (sensu SEMIR 1991), sendo que apenas uma espécie foi
estudada, L. candelabrum. Esta foi citada por COILE e JONES (1981) sob o epiteto de
Lychnophora heterotheca, apresentando n=17. MANSANARES et al. (2002) citaram para
esta mesma espécie 2n=36. Para as espécies da secdo Sphaeranthus (sensu SEMIR
1991), os relatos de estudos biossistematicos resumem-se a contagens cromossémicas
apenas para L. reflexoauriculata, de 2n=36 (JONES 1982), sob o epiteto de Eremanthus
reflexo-auriculatus.

O recente estudo de MANSANARES et al. (2002) e MANSANARES (2004, Capitulo 2)
evidenciou variagdo de numeros cromossémicos para o género Lychnophora (sensu
SEMIR 1991): 2n=34, 2n=36 e 2n=38, distribuidos entre as trinta e trés espécies
estudadas. Os resultados obtidos confirmaram, em sua maioria, a proposicao
taxonémica de SEMIR (1991), mostrando que numeros cromossdmicos sao muito
importantes na diferenciacao de algumas espécies, cujos limites sdo questionados por

outros taxonomistas (MANSANARES et al. 2002). Entretanto, nUmeros cromossémicos
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nao parecem ser bons caracteres para a subsidiar a separacao em diferentes secoes,
pois na secao Lychnophora sédo encontrados os trés numeros cromossémicos (2n=34,
36 e 38), enquanto em Lychnocephaliopsis dois deles estdo presentes (2n=36 e 38).
Nas demais, um dos trés nimeros cromossémicos é exclusivo.

Os estudos cariotipicos na subtribo sdo referentes apenas a trés espécies de
Lychnophora, com inexisténcia de informagdes para a grande maioria de espécies do
género (MANSANARES 2004, Capitulo 2). O caridtipo destas espécies mostrou que,
apesar de relativamente pequenos, os cromossomos apresentaram diferencas de
tamanho e morfologia. Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar o estatus
citotaxondmico de espécies das secdes Lychnophoriopsis e Sphaeranthus do género
Lychnophora (sensu SEMIR 1991), mediante a determinagdo de numeros

cromossémicos e a elaboracao de caribtipos de algumas espécies.

2. Material e Métodos

Foram analisadas nove espécies coletadas em campos rupestres de varias
regides do estado de Minas Gerais (Serra do Cipd, Diamantina, Gouveia, Grao Mogol,
ltacambira) e no estado da Bahia (Seabra, Palmeiras e Morro do Chapéu) (Tabela 3.1).
Materiais-testemunho de todas as espécies foram depositados no Herbario da
Universidade Estadual de Campinas (UEC) (Tabela 3.1).

A identificacdo das nove espécies estudadas no presente trabalho e sua inclusao
em secOes seguiu a conceituacdao de SEMIR (1991). Duas destas espécies ainda nao
foram validamente publicadas, uma trata pelo epiteto de Lychnophora montesclarensis

e, outra por L. morfoespécie 1 sendo provavelmente, uma nova entidade taxonémica.
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Cinco espécies pertencem a secdo Sphaeranthus e quatro a Lychnophoriopsis.

Pontas de raizes recém-germinadas foram coletadas e submetidas a pré-
tratamento com solucao 8-hidroxiquinoleina (8Hq) 0,002M, por 5 horas a 14-15°C, e em
seguida fixadas em solugdo Carnoy (etanol: acido acético 3:1) por 24 horas e mantidas
em alcool 70% em freezer.

As raizes foram hidrolizadas em HCI 5N, a temperatura ambiente, por 20 minutos
e lavadas em agua destilada. Para a preparacao das laminas, as pontas de raizes
foram dissecadas e esmagadas em uma gota de acido acético 45% entre lamina e
laminula. As laminas foram retiradas apds congelamento em nitrogénio liquido. Apos
secas, as laminas foram coradas com solugcdo de Giemsa 2% por 20 minutos (GUERRA

1983), lavadas em agua destilada e montadas com Entellan.

Contagens cromossémicas mitdticas foram realizadas, em média, em 20
metafases mitdticas por espécie. Na elaboracao dos cariétipos, os cromossomos foram
medidos pelo menos em dez células de cada espécie, sendo utilizada como padréao a
média da medida de cada par, incluindo tamanho do cromossomo, posicao
centromérica e de constrigbes secundarias. A nomenclatura para a morfologia
cromossdmica adotada neste trabalho foi a de GUERRA (1986).

Para caracterizacdo do cariétipo foram também utilizadas medidas como o CTC
(comprimento total da cromatina), o IC (indice centromérico) de cada par cromossdmico
e o TF (indice de assimetria) (HuzZIwWARA 1968).

Também foram calculados os indices de assimetria intracromossdémica (A¢) e
intercromossémica (A2) segundo ZARcCO (1986), indicados para analise de taxa
relacionados que apresentam pequenas diferencas na assimetria cariotipica. A
assimetria cariotipica intracromossdémica (Ai) € dada pelas relagcbes entre os bracos
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cromossdémicos. O indice de assimetria intercromossémico A, € a variagdo no
comprimento cromossémico, independentemente do numero cromossémico.

Para a confeccdo dos ideogramas, optou-se pelo arranjo dos cromossomos pela
forma e nao pelo tamanho, seguindo os estudos anteriores de cariétipos para espécies
da tribo Vernonieae (DEMATTEIS 1998, 2002; DEMATTEIS e FERNANDEZ 1998;
MANSANARES 2004, capitulo 2).

A andlise das laminas foi feita através de observagdo em fotomicroscopio comum.
Células em condicoes adequadas de espalhamento e condensagdo cromossémica
foram documentadas em fotomicroscopio. As fotografias foram feitas em filme preto e

branco Agfa Pan ISO 25.

3. Resultados e Discussao

Foram observados dois nimeros cromossémicos distintos para as nove espécies

das secoes Lychnophoriopsis e Sphaeranthus, 2n=36 e 2n=38 (Tabela 3.2).

Apenas um numero cromossémico foi obtido para as quatro espécies da secao
Lychnophoriopsis analisadas (2n=36), sendo que para trés destas espécies, as
contagens cromossOmicas sao inéditas (Tabela 3.1). CoILE e JONES (1981) encontraram
n=17 (2n=34) para L. candelabrum sob o epiteto de Lychnophora heterotheca,
enquanto MANSANARES et al. (2002) encontraram 2n=36 para L. candelabrum, nimero
confirmado no presente estudo. A populacdo de L. candelabrum aqui analisada é
procedente de localidade diferente de onde L. B. Smith (n® 998) coletou o exemplar

estudado citologicamente por COILE e JONES (1981). Na ocasido, interpretou-se que esta
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variacdo numérica dos cromossomos poderia ser definida por racas cromossGmicas
(citotipos) ou eventualmente causada por disturbios meibticos ou, ainda, pela
ocorréncia de cromossomos acessorios (MANSANARES et al. 2002). A contagem
cromossémica do presente trabalho (2n=36) foi realizada em uma terceira populacao,
confirmando os resultados e a discussao de MANSANARES et al. (2002), e sugerindo um
possivel engano na contagem de COILE e JONES (1981). O numero 2n=36 observado

nas outras espécies da secao Lychnophoriopsis tendem a corroborar essa sugestao.

Nas cinco espécies da secao Sphaeranthus, foram obtidos dois numeros
cromossémicos: 2n=36 para L. harleyi e 2n=38 para L. reflexoauriculata, L. bicolor, L.
santosii e L. morfoespécie 1 (Tabela 3.2, Figura 3.2). Todas as contagens
cromossémicas sao inéditas, a excecao de L. reflexoauriculata (JONES 1982). O niumero
2n=36 corrobora os dados prévios registrados em literatura (JONES 1982), enquanto o

namero 2n=38 € inédito para a se¢do Sphaeranthus.

E interessante notar que os representantes da secdo Lychnocephaliopsis e
Sphaeranthus apresentam 0s mesmos numeros cromossémicos, 2=36 e 38
(MANSANARES et al. 2002; MANSANARES 2004, Capitulo 2). Além disso, as espécies
dessas duas se¢des sdo muito semelhantes nas caracteristicas morfoldgicas, tais como
bainha e peciolo das folhas e inflorescéncias em glomérulos compostos e robustos.
Assim, as espécies da secao Sphaeranthus parecem mais relacionadas com as da
secdo Lychnocephaliopsis do que com o género Eremanthus. Essa constatacao
contradiz a sinonimizacdo proposta por ROBINSON (1996), que havia transferido para
Eremanthus espécies de Paralychnophora sensu MACLEISH (1984), ou seja, da secao

Sphaeranthus sensu SEMIR (1991).

Os cari6tipos elaborados para quatro espécies da secao Sphaeranthus totalizam
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66,67% do grupo (Tabela 3.3). Além dos numeros cromossémicos, diferencas foram
encontradas no tamanho individual dos cromossomos, comprimento total da cromatina
(CTC) e férmula cariotipica (Figura 3.1). O tamanho dos cromossomos variou de
1,00um a 2,35um, sendo que as duas espécies com maior numero cromossémico
apresentaram o maior € 0 menor comprimento total da cromatina (Tabela 3.3).

A observacao dos cariétipos destas espécies revelou o predominio de
cromossomos metacéntricos, além de alguns submetacéntricos. O indice de assimetria
TF% foi praticamente igual nestas espécies (Tabela 3.3), e também em relacdo aos
resultados obtidos previamente para outras trés espécies (MANSANARES 2004, Capitulo
2). Nas espécies desta secdo, tanto os indices de assimetria intracromossémica
(A1=0,040 a 0,073) quanto intercromossémica (A2=0,096 a 0,161) mostraram uma
variacdo um pouco maior do que a obtida em espécies de outras secbes do género
Lychnophora (A1=0,047 a 0,063 e A»=0,152 a 0,168) (MANSANARES 2004, Capitulo 2).
Mesmo assim, a relacdo entre os indices de assimetria intracromossémica (A+) e
intercromossdémica (Az) das espécies da secao Sphaeranthus analisadas (Figura 3.2)
mostrou pequena diferenciagdo, a excecgao de L. bicolor. Devido a prevaléncia de pares
metacéntricos e auséncia de grandes diferencas entre os menores e 0s maiores

cromossomos, os indices de assimetria em geral, apresentaram baixos valores.

Apesar das diferencas em alguns parametros cariotipicos, os dados
cromossémicos obtidos até momento nao parecem ser subsidio para a taxonomia deste
grupo. Isso se deve ao fato de que os cromossomos sao pequenos, e as diferencas nao
sao prontamente detectadas mediante a analise de uma ou poucas células de cada
espécie, mas sao ressaltadas apenas pela comparagdo de valores médios em uma

maior amostragem.
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Nas espécies Lychnophora bicolor, L. harleyi e L. morfoespécie 1 foram
observadas células com polissomatia (Figura 3.2E, F e H), isto &, células tetrapldides
esporadicas em meio as células dipléides normais. SCHEREIBER (1966) denominou o
fenbmeno da variacao da ploidia durante a histogénese de endoploidia, que pode ser
caracterizado pela multiplicacao repetida dos genomas, sem que se realize a divisao do
nucleo e da célula. A polissomatia € comum em raizes de diversos grupos de plantas,
como Leguminosae (BERGER et al. 1958), tendo também sido constatada em outras
espécies de Lychnophora (MANSANARES 2004, CAPiTULO 2). Mosaicismos
cromossémicos numéricos originam-se de fenémenos citologicos como reducao
somatica, nao disjuncdo, eliminacdo de cromossomos, duplicacdo do conjunto
cromossémico, divisdo assincronica dos centrdmeros, sendo registrada para um grande
numero de espécies (RAO e NIRMALA 1985). Embora os mecanismos e os fatores
responsaveis nao sejam bem estudados, parece que este fendmeno esta
freqientemente associado com hibridizacao, poliploidia e tratamentos quimicos (RAO e
NIRMALA 1985).

Os numeros cromossémicos observados para as sec¢des Lychnophoriopsis e
Sphaeranthus no presente estudo coincidem como os relatados por MANSANARES et al.
(2001, 2002) e MANSANARES (2004, Capitulo 2), de 2n=34, 2n=36 e 2n=38 para outras
espécies de Lychnophora. Esses trés numeros cromossdmicos ocorrem distribuidos
nas seis se¢des de Lychnophora sensu SEMIR (1991) e também de outros taxa
proximos (MANSANARES 2004, Capitulo 2), ndo parecendo até o momento, constituir-se
em caracteres importantes para a diferenciacdo de secdes de Lychnophora ou para
considera-las como géneros distintos, tal como propds ROBINSON (1992, 1999).

Os dados do presente trabalho corroboram dois dos numeros basicos sugeridos
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por MANSANARES et al. (2002) para o género Lychnophora, de x=17, 18 e 19, sendo
x=18 na secdo Lychnophoriopsis e x=18 e 19 na seg¢do Sphaeranthus. Os dados
anteriormente citados na literatura referentes aos numeros cromossdmicos para a
subtribo Lychnophorinae (sensu ROBINSON 1999), constam apenas de duas contagens
para o género Eremanthus, uma para E. elegans de n=15 (TURNER et al. 1979) e outra
de 2n=36 para L. reflexoauriculata (JONES 1982), além das contagens para o género
Lychnophora (MANSANARES et al. 2001, 2002; MANSANARES 2004, Capitulo 2). ROBINSON
(1996) em sua revisao genérica e subtribal em Vernonieae, ja havia citado para a
subtribo Lychnophorineae os numeros cromossdémicos n=15, 17 e 18. Deve ser
mencionado também que o género Minasia pode ser considerado como tendo n=17
cromossomos, tendo por base a contagem para Vernonia alpestris (DEMATTEIS 1998),
combinado por ROBINSON (1992, 1999) sob o seu novo género Minasia.

Estes dados sugerem que a subtribo Lychnophorinae tem quatro numeros
bésicos, x = 15, 17, 18 e 19. Estes numeros coincidem com 0s numeros cromossémicos
basicos encontrados para espécies e géneros sul-americanos da tribo Vernonieae, e
com o modelo, aceito por varios autores, de que as Vernonieae do Velho Mundo estao
baseadas em x=9 e 10 e os representantes da América em x=17 a partir de uma
poliploidizacao seguida de aneuploidia (JONES 1974, 1979; POWELL et al. 1974; MATHEW
e MATHEW 1976; TURNER ef al. 1979; GALIANO e HUNzIKER 1987; RUAsS et al. 1991;
DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS e FERNANDEZ 1998, 2000; MANSANARES et al.

2001, 2002).
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Tabela 3.1- Espécies e populacdes das espécies analisadas com respectivas localidades de coleta e
materiais-testemunho.

ESPECIES LocAL NUMERO DE COLETOR

Lychnophora sect. Lychnophoriopsis
(sensu Semir 1991)

L. candelabrum (Shultz-Bip.)H.Rob. Gouveia, MG Mansanares et al. 00/01

L. damazioi (Beauverd)H.Rob. Serra do Cipé, MG Mansanares e Verola 377
L.hatschbachii H.Rob. Diamantina, MG Mansanares et al. 01/100
L. montesclarensis Semir e Leitdo Filho (inéd.)* Juramento, MG Mansanares et al. 01/189

Lychnophora sect. Sphaeranthus
(sensu Semir 1991)

L. bicolor (DC) MacLeish MG, Itacambira Mansanares et al. 184
L. harleyi (H.Rob.) Hind BA, Seabra Aona 743
L. reflexoauriculata (G.M.Barroso) BA, Morro do Chapéu Aona 764
L. santosii (H.Rob.) Hind BA, Palmeiras Aona 753
L. morfoespécie 1 MG, Grao Mogol Mansanares et al.296

Tabela 3.2. NUumeros cromossémicos para espécies das secoes Lychnophoriopsis e Sphaeranthus do
género Lychnophora citados na literatura e no presente estudo. * espécie ainda nio validada.

ESPECIES n 2n Referéncias

Lychnophora sect. Lychnophoriopsis (sensu Semir 1991)

Lychnophora heterotheca (Sch.Bip.)

Coile e Jones 17 - COILE e JONES, 1981

(= L. candelabrum Sch. Bip.)

L. candelabrum Sch. Bip. - 36 MANSANARES et al., 2001, 2002
L. candelabrum (Shultz-Bip.)H.Rob. - 36 Presente trabalho

L. damazioi (Beauverd)H.Rob. - 36 Presente trabalho
L.hatschbachii H.Rob. - 36 Presente trabalho

L. montesclarensis Semir e Leitdo Filho (inéd.)* - 36 Presente trabalho
Lychnophora sect. Sphaeranthus (sensu Semir 1991)

L. bicolor (DC) MacLeish - 38 Presente trabalho

L. harleyi (H.Rob.) Hind - 36 Presente trabalho

E. reflexo auriculatus Barroso

(= L. reflexoauriculata) i 36 Jones 1982

L. reflexoauriculata (G.M.Barroso) - 36 Presente trabalho
L. santosii (H.Rob.) Hind - 38 Presente trabalho
L. morfoespécie 1 * - 38 Presente trabalho
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Tabela 3.3- numeros cromossOmicos, férmulas cariotipicas, variagdo do tamanho cromossémico
dentro da espécie, CTC e TF%, A;: indice de assimetria intracromossémica, A: indice de assimetria
intercromossémica das espécies da secao Sphaeranthus analisadas.

] VARIACAO
) FORMULA
ESPECIE 2n ) DETAMANHO CTC TF % A, A,
CARIOTIPICA
(n)
L. bicolor 38 34m+4sm 1,00-1,93 52,02 41,68 0,040 0,124
L. harleyi 36 26m+10sm 1,18-2,16 58,01 41,41 0,067 0,161
L. reflexoauriculata 36 28m+8sm 1,09-2,14 55,25 41,99 0,073 0,096
L. santosii 38 34m+4sm 1,10-2,35 62,82 41,26 0,070 0,140
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Figura 3.1 — Ideogramas de espécies da secao Sphaeranthus. A: L. bicolor,17m+2sm . B: L.
reflexoauriculata, 14m+4sm. D: L. santosii, 17m+2sm. (m

harleyi, 13m+5sm. C: L.

metacéntrico; sm = submetacéntrico).
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Figura 3.2: Assimetria cariotipica para as espécies de Lychnophora estudadas,
seguindo metodologia de Zarco (1986):

auriculata,m L. santosii.

Lychnophora bicolor,®@ L. harleyi, ® L. reflexo-
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Figura 3.3 — Metafases mitéticas em espécies da secao Lychnophoriopsis: A —
L. candelabrum, 2n=36; B — L. damazioi, 2n=36; C- L. hatschbachii, 2n=36; D —
L. montesclarensis, 2n=36; Barra = 10um.
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Figura 3.4 - Metafases mitoticas em espécies da secao Sphaeranthus: A -
Lychnophora bicolor, 2n=38; B — L. harleyi, 2n=36; C — L. reflexoauriculata,
2n=36; D — L. santosii, 2n=38; E- L. harleyi, polissomatia, célula a esquerda
normal, 2n=36, e a direita, célula com genoma duplicado, 2n=72; F — L.
bicolor, polissomatia; G — L. morfoespécie 1, 2n=38; H - L. morfoepécie 1,

polissomatia. Barra = 10um.
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Capitulo 4

Citotaxonomia de espécies dos géneros Proteopsis
Mart. e Zucc. ex Schultz-Bip., Heterocoma DC. e
Minasia H.Rob. (Asteraceae: Vernonieae:
Lycnhophorinae)

Autores: Mansanares, M. E.; Forni-Martins, E.R. e Semir, J.



1.Introducao

A subtribo Lychnophorinae abrange nove géneros da familia Asteraceae:
Anteremanthus, Chronopappus, Eremanthus (englobando Sphaeophora,
Paralychnophora e Vanillosmopsis), Lychnophora (englobando Haplostephium),
Lychnophoriopsis (Episcothamnus), Minasia, Piptolepis, Prestelia e Proteopsis
(RoBINSON 1992, 1999), dos quais a maior parte € endémica em campo rupestre, em
Minas Gerais, Bahia e Goias (COILE e JONES 1981; MACLEISH 1984; SEMIR 1991;
MANSANARES et al. 2002). A circunscricdo dos géneros é, em alguns casos, controversa,
assim como a delimitagdo de espécies dentro de um género, devido a sobreposicao de
diversas caracteristicas morfoldgicas (SEMIR 1991; MANSANARES et al. 2002).

SEMIR (1991) considerou Heterocoma como um género da subtribo Lychnohorinae,
conceituacado adotada no presente estudo. Entretanto, este género foi combinado por
RoOBINSON (1999) na subtribo Sipolisiinae. Este autor usou como caracteristicas
diferenciais para esta nova subtribo a presenca de uma camada parcialmente
carbonizada na parede da cipsela, além de folhas pecioladas e face adaxial das folhas
glabras.

Apesar das discrepancias taxonémicas com relacdo a definicao dos géneros e
espécies da subtribo Lychnophorinae, dois dos géneros estudados no presente
trabalho, Proteopsis e Heterocoma sao monotipicos, apresentando caracteristicas
morfolégicas que definem bem suas delimitagbes. Proteopsis é caracterizado
principalmente por seu habito constituido por grandes rosetas, inflorescéncia escaposa,
formada por capitulos grandes, pedunculados, com elevado numero de flores e

envolvidos por folhas que compdéem um involucro. Heterocoma apresenta capitulos
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paleaceos e habito arbustivo ndo rosulado, diferentemente de Proteopsis. PHILIPSON
(1938) descreveu duas espécies de Proteopsis, P. ekmaniana e P. insculpta. Segundo
SEMIR (1991), a primeira corresponde ao género Alcantara Glaziou. Em 1981, ROBINSON
concluiu que Proteopsis ekmaniana e Alcantara petroana representavam a mesma
entidade, e combinou a primeira em Alcantara petroana. ROBINSON (1981) também
discutiu a semelhanca entre Proteopsis argentea e P. insculpita, espécie esta tratada
por SEMIR (1991) como Heterocoma albida.

O género Minasia abrange sete espécies, perfeitamente estabelecidas, embora
algumas apresentem caracteres morfolégicos sobrepostos. Os representantes deste
género apresentam caule encurtado, com a base das folhas alargadas, formando
rosetas. As anteras sao bastante diferentes das observadas em outros géneros da
subtribo Lychnophorinae por apresentarem apéndices curtos, mas geralmente distintos
(ROBINSON 1992).

Os trés géneros estudados no presente trabalho, Proteopsis, Minasia e
Heterocoma, ocorrem apenas nos campos rupestres da cadeia do Espinhago, estado
de Minas Gerais, Brasil, com populagdes Unicas ou algumas poucas, distribuidas de
maneira fragmentada (SEMIR 1991; ROBINSON 1999; JESus et al. 2001). A Cadeia do
Espinhago estende-se do estado de Minas Gerais até o da Bahia, Brasil, com areas
extremamente ricas em espécies endémicas. As espécies ocorrem em picos elevados ,
em afloramentos de solos rasos de arenito, quartzito ou ferro, ou sobre solos profundos
de arenito branco, além da topografia geralmente acidentada, clima e solo seco. Com a
formacao de barreiras geogréficas, surgiram obstaculos que dificultam o fluxo génico
entre estas populagdes. As condicbes ecoldgicas destes ambientes possivelmente

propiciaram uma especiacdo intensa, podendo ser um dos fatores destes endemismos
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e dos isolamentos encontrados em géneros e espécies que ocupam este habitat
(GIULIETTI e PIRANI 1988; SEMIR 1991; JESUS et al. 2001; MANSANARES et al. 2002).

Ha suposicdo de ocorréncia de possiveis hibridos naturais entre espécies de
Lychnophora, o que é apontado por COILE e JONES (1981) e SEMIR (1991) como um dos
fatores complicadores da taxonomia da subtribo Lychnophorinae. Assim, estudos
biossistematicos, envolvendo diferentes enfoques, como o0s quimiotaxonémicos,
citotaxondmicos e reprodutivos, seriam extremamente Uteis para o esclarecimento da
taxonomia da subtribo, porém sao praticamente inexistentes. Pode-se citar a analise de
flavondides em algumas espécies de Lychnophora e de seus supostos hibridos (KING
1986).

O conhecimento do numero cromossOmico pode ser extremamente Util,
especialmente quando em um dado grupo taxonémico observa-se diversidade neste
carater. Nestes casos, numeros cromossémicos diferentes podem vir a ser um carater
que separe espécies e até géneros, especialmente se a diferenca cromossémica
acompanha as variacbes morfoldégicas (SOLBRIG 1977; GUERRA 1988; STACE 1989,
2000). Em Lychnophorinae, ha relatos de numeros cromossémicos em apenas uma
espécie de Eremanthus (JONES 1982), uma de Minasia (DEMATTEIS 1998) e em 40
espécies de Lychnophora (COILE e JONES 1981; CARR et al. 1999; MANSANARES et al.
2002; MANSANARES 2004, Capitulos 2 e 3).

MANSANARES et al. (2002) e MANSANARES (2004, Capitulos 2 e 3) observaram trés
nameros cromossOmicos distintos, n=17 (2n=34), n=18 (2n=36) e n=19 (2n=38) em
quarenta espécies de Lychnophora, pertencentes a seis se¢des (sensu SEMIR 1991).

Apesar de nao constituir caracteres para separacdo de sec¢des, sao importantes na
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diferenciacao de algumas espécies, cujos limites sdo questionados por parte de varios
taxonomistas.

Na tribo Vernonieae, as espécies americanas tém apresentado n=17, mdultiplos
destes e escassas contagens com n=10 ou multiplos deste (GALIANO € HUNZIKER 1987;
DEMATTEIS 1996, 1998, 2002; DEMATTEIS e FERNANDEz 1998, 2000). No entanto, O
numero cromossOmico ancestral em Vernonieae € considerado como sendo x=9 ou
x=10, como aqueles encontrados nas espécies da Africa e Sudeste Asiatico (JONES
1974, 1976, 1979; BERNADELLO 1986; DEMATTEIS 1996, 1998; 2002, DEMATTEIS e
FERNANDEZ 1998, 2000). Os numeros cromossémicos ja citados previamente em
literatura para espécies da subtribo Lychnophorinae sugerem que esta tenha quatro
nameros cromossémicos basicos, x=15, 17, 18 e 19 (TURNER et al. 1979; JONES 1982;
ROBINSON 1996; DEMATTEIS 1998, 2000; CARR et al. 1999; MANSANARES et al. 2001,
2002; Mansanares 2004, capitulos 2 e 3).

Este estudo é uma continuacao do trabalho iniciado por MANSANARES et al. (2001,
2002) que visa a determinacdo de numeros cromossOmicos de espécies dos géneros
da subtribo Lychnophorinae (Vernonieae: Asteraceae) e a sua anadlise citotaxonémica,
sendo este trabalho voltado para trés destes géneros, Proteopsis, Minasia e

Heterocoma.

2. MATERIAL E METODOS
Foram estudadas seis espécies, coletadas em campos rupestres de varias regides
do estado de Minas Gerais, como Diamantina (incluindo Gouveia), Montes Claros

(incluindo Itacambira) e na Serra do Cipd. Materiais-testemunho das espécies foram
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depositados no Herbario UEC (Departamento de Botéanica, IB, Universidade Estadual
de Campinas). A conceituagcao taxonémica para os trés géneros estudados (Tabela 4.1)
segue ROBINSON (1992, 1999).

Para o estudo mitético, os frutos coletados foram estocados em geladeira e
posteriormente colocados para germinar em Gerbox e placas de Petri, sobre papel de
filtro umedecido, a temperatura ambiente. Pontas de raizes recém-germinadas foram
coletadas e submetidas a pré-tratamento com 8-hidroxiquinoleina, por 5 horas a 14-
15°C, em seguida, fixadas em solucao Carnoy (etanol: acido acético / 3:1) por 24 horas
e mantidas em alcool 70% em freezer.

As laminas foram preparadas segundo a técnica de GUERRA (1983). As raizes
foram hidrolizadas em HCI 5N, a temperatura ambiente, por 20 minutos e lavadas em
agua destilada. Para a preparagédo das laminas, as pontas de raizes foram esmagadas
em uma gota de acido acético 45% entre lamina e laminula. As laminulas foram
removidas apdés congelamento em nitrogénio liquido. Ap6s secas a temperatura
ambiente, as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa 2% por 20 minutos, em
seguida foram lavadas e montadas com Entellan. Foram analisadas no minimo vinte

células em mitose para cada uma das espécies estudadas.

3. Resultados e Discussao

Trés numeros cromossdmicos diferentes foram obtidos para as espécies
estudadas no presente trabalho, 2n=34 para duas espécies de Minasia (M. alpestris e
M. pereirae), 2n=36 para as duas espécies de Proteopsis e 2n=38 para uma espécie de

Minasia (M. morfoespécie 1) e para Heterocoma albida (Figura 4.2). Dentre as seis
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espécies estudadas neste trabalho, a maioria representa contagens cromossoémicas
inéditas (Tabela 4.2, Figura 4.2).

Das trés espécies do género Minasia analisadas (Figura 4.1), apenas M. alpestris
tinha nimero cromossémico citado (n=17, DEMATTEIS 1998), corroborando 2n=34 obtido
no presente estudo (Figura 4.2). A outra espécie, Minasia pereirae, apesar de
apresentar 2n=34 (Figura 4.2), foi facilmente diferenciada de M. alpestris por caracteres
morfolégicos. Segundo ROBINSON (1992), Minasia pereirae apresenta 0 mesmo habito
de M. alpestris, entretanto é distintamente menor que esta em todos os caracteres
(Figura 4.1). Em adi¢do as diferencas no tamanho, os apéndices das anteras em M.
pereirae sao também menores do que em M. alpestris e, além disso, suas cipselas sdo
diferentes. Na primeira espécie, estes apresentam glandulas por toda sua extensao,
enquanto na segunda estas glandulas sao restritas a porcdo basal da cipsela
(ROBINSON 1992).

Para a espécie M. morfoespécie 1 (Figura 4.1) o nUmero cromossémico obtido de
2n=38 é inédito para o género (Figura 4.2), diferenciando-a de M. alpestris e M.
pereirae.

As duas espécies de Proteopsis analisadas, apesar de possuirem 0 mesmo
namero cromossoémico, 2n=36 (Figura 4.2), sdo prontamente distintas em seu habito e
caracteristicas foliares. Proteopsis argentea (Figura 4.1) apresenta habito em forma de
uma unica roseta, enquanto que P. morfoespécie 1 apresenta, além da roseta formada
pelo eixo principal, possui varios pequenos ramos terminais em rosetas.

Heterocoma albida apresentou 2n=38 (Figura 4.2A), resultado que reforca a
separacao de Heterocoma em um género distinto, como sugerido por SEMIR (1991) e

ROBINSON (1999), e ndo como sinénimo de Proteopsis, como proposto por PHILIPSON
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(1938) e ROBINSON (1981). Além das diferencas cromossémicas, o género Heterocoma
apresenta capitulos paleaceos e habito arbustivo ndo rosulados, diferentemente de
Proteopsis (SEMIR 1991). Entretanto, neste caso, o nUmero cromossGmico por si hao
seria argumento para embasar a separacao destes em dois géneros distintos, pois
como foi registrado por MANSANARES et al. (2002) para o género Lychnophora, ha trés
nameros cromossémicos distintos (2n=34, 36 e 38) citados para as espécies
analisadas, da mesma forma do que o obtido no presente estudo para as espécies de
Minasia (2n=34 e 38).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o nimero cromossémico basico
x=18 para Proteopsis e x=19 para Heterocoma. Para o género Minasia pode-se sugerir
x=17 e x=19. Estes dados corroboram os ja citados previamente em literatura para a
subtribo Lychnophorinae (x=15, 17, 18 e 19), coincidindo também com o com o modelo
aceito por varios autores, de que as Vernonieae paleotropicais estdo baseadas em x=9
e 10 e os representantes neotropicais em x=17 (TURNER et al. 1979; JONES 1982;
DEMATTEIS 1998; CARR et al. 1999; MANSANARES et al. 2001, 2002).

Os estudos envolvendo a determinacdo de numeros cromossémicos em
Lychnophorinae, embora ainda atinjam pequena propor¢do das espécies da subtribo,
permitem visualizar um panorama preliminar sobre a utilidade do uso desse carater na
taxonomia. Conforme pode-se perceber na discussdao dos numeros basicos da subtribo
acima apresentada, Lychnophora possui espécies com trés dos numeros basicos
(x=17,18 e 19), os quais se repetem nos outros géneros (Proteopsis, Heterocoma e
Minasia). Assim, em termos citotaxondmicos, dificilmente estes géneros poderdao ser
diferenciados com base apenas em numeros cromossémicos. Entretanto, a

diferenciacdo de numeros cromossémicos tem demonstrado ser este um carater
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citotaxondmico extremamente Util para a diferenciacdo das espécies, conforme ja
observado em Lychnophora (MANSANARES et al. 2002).

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, a abrangéncia do
conhecimento de numeros cromossOmicos para os géneros aqui analisados passa a
ser de 50% das espécies de Minasia e a totalidade das espécies tanto de Proteopsis

como de Heterocoma.
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Tabela 4.1 - Espécies e populacées de Proteopsis, Minasia e Heterocoma (subtribo
Lychnophorinae) analisadas com respectivas localidades de coleta e materiais-testemunho.

ESPECIES LocAL PoPULACAO NUMERO DE COLETOR
Proteopsis Mart.e Zucc. ex Schultz-Bip.
P. argentea MG, Gouveia Pop01 Mansanares et al. 10
P. morfoespécie 1 MG, Serra do Cipd Pop01 Mansanares et al. 00/48
Minasia H.Rob.
M. alpestris MG, Diamantina Pop01 Mansanares et al. 123
M. morfoespécie 1 MG, Itacambira Pop01 Mansanares et al. 183
M. pereirae MG, Serra do Cipd Pop01 Mansanares et al.00/42
Heterocoma DC.
H. albida MG, Gouveia Pop01 Mansanares et al.00/06

Tabela 4.2- Nimero cromossémico para espécies de Proteopsis, Minasia e
Heterocoma (subtribo Lychnophorinae) obtidos no presente trabalho.
(: contagens inéditas).

ESPECIE 2n
Proteopsis
P. argentea* 36
P. morfoespécie 1 * 36
Minasia
M. alpestris 34
M. morfoespécie 1* 38
M. pereirae* 34
Heterocoma
H. albida* 38
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Figura 4.1 - A - Heterocoma albida; B — Proteopsis argentea; C - Minasia
pereirae; D — M. alpestris; E — M. morfoespécie 1.
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Figura 4.2 - Metéfases mitéticas: A — Proteopsis argentea, 2n=36; B —
P. argentea, polissomatia, C - P. morfoespécie 1, 2n=36;
Heterocoma albida, 2n=38; E —H. albida, células com polissomatia; F —
Minasia alpestris, 2n=34; G — M. morfoespécie 1, 2n=38; H — M. pereirae,

2n=34. Barra = 10um.
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Capitulo 5

Microsporogénese em espécies de Lychnophora Mart.

(Asteraceae: Vernonieae: Lychnophorinae)

Autores: Mansanares, M. E. ; Forni-Martins, E.R. e Semir, J.



1. INTRODUCAO

O género Lychnophora apresenta um grande numero de endemismos, sendo
encontrado somente no Brasil, nos chamados campos rupestres dos estados de Minas
Gerais, Bahia e Goias. Os campos rupestres sdo ambientes geralmente com topografia
acidentada, clima e solo secos. As espécies do género ocorrem em afloramentos de
solos rasos de arenito, quartzito ou ferro, ou sobre solos profundos de arenito branco.
As condicOes ecoldgicas destes ambientes possivelmente propiciam uma especiacao
intensa, podendo ser um dos fatores destes endemismos e dos isolamentos
encontrados em géneros e espécies que ocupam este habitat (COILE e JONES 1981;
GIULIETTI e PIRANI 1988; SEMIR 1991; MANSANARES et al. 2002).

A circunscricao e a delimitacdo das espécies dentro do género Lychnophora é,
em alguns casos, controversa, devido principalmente a sobreposicdo de diversas
caracteristicas morfolégicas (SEMIR 1991). A ocorréncia de possiveis hibridos naturais
entre espécies de Lychnophora é apontada por COILE e JONES (1981) e SEMIR (1991)
como um dos fatores complicadores de sua taxonomia. Espécies simpatricas parecem
estar originando hibridos naturais, como por exemplo, entre L. tomentosa x L. sellowii e
L. tomentosa x L. sessilis, podendo indicar um recente isolamento entre elas, ou ainda
que este ndo tenha sido bem estabelecido. SEMIR (1991) comentou a possibilidade de
que as espécies endémicas tenham sido formadas como uma consequéncia de
hibridizagdo, que ocorreria pela producado de alopolipléides de segmento. Entretanto,
nao descartou a possibilidade destes possiveis hibridos serem dipléides, como sugerido
por GRANT (1981) e BRIGGS e WALTERS (1997). Por outro lado, LEwIs (1972) discute a
formacao de espécies endémicas sem hibridizagdo como produtos de especiacao

gradual. Através do isolamento cada vez maior dos ecétipos destas espécies, pode ter
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ocorrido a formacao de neoendémicos (LEWIS 1972; KRUCKEBERG e RABINOWITZ 1985;
SEMIR, 1991). Um elevado grau de endemismo geralmente & correlacionado com a
idade e isolamento de uma area, da diversificagcdo dos habitats, e como estes fatores
influenciam tanto a evolugdo, ou seja, a formacdo de neoendémicos, como a
sobrevivéncia, ou seja, producdo de reliquias endémicas (KRUCKEBERG € RABINOWITZ
1985).

Muitas peculiaridades do comportamento meibdtico devem sua origem a
heterozigose estrutural de cromossomos, que leva ao pareamento de genomas distintos
na meiose. As diferencas que podem existir tém surgido freqlentemente por
duplicacdo, deficiéncia, inversdes ou translocacdes do material cromossémico. A
ocorréncia de anormalidades no comportamento cromossémico pode significar, em
alguns casos, que tenha ocorrido uma provavel hibridizacdo entre duas plantas com
genomas suficientemente diferentes a ponto de causar problemas mecanicos no
pareamento. Também poder-se-ia cogitar a hipétese da formacdo inicial de
autopolipléides, embora este seja um fendbmeno raro na natureza (GUERRA 1988;
BRIGGS e WALTERS 1997). Geralmente € possivel reconhecer se a espécie € um alo ou
um autopoliploide pelo tipo de pareamento meidtico, como no caso de duas espécies da
familia Asteraceae, Eupatorium bupleurifolium DC. e E. callilepis Sch.Bip. ex Baker,
ambas com 2n=30 (GUERRA 1988). Segundo GUERRA (1988), durante a meiose, em E.
bupleurifolium observou-se a formagao geralmente de trivalentes (10y), enquanto em E.
callilepis houve formacao quase exclusiva de univalentes (30;). De acordo com MERREL
(1981), os autopolipléides formariam mais multivalentes do que bivalentes durante o
pareamento dos cromossomos homaologos, ocasionando uma esterilidade significativa.

Isso sugere uma origem autotriploide para Eupatorium bupleurifolium e alotripléide para
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E. callilepis (GUERRA 1988). Entretanto, isto nem sempre é verdadeiro, como por
exemplo, em Triticum aestivum L. (trigo comum), um alopolipléide segmentar em que,
apesar da grande semelhanca entre os genomas de suas espécies ancestrais, todos os
cromossomos comportam-se como bivalentes devido a existéncia de um gene que
impede o pareamento dos cromossomos homedlogos (STACE 1989; Suzuki et al. 1989).

Para a investigacdo destas hipdteses sobre a origem de espécies endémicas, 0
estudo biossistematico, reprodutivo e cromossdmico das espécies de Lychnophora é
muito importante. Tais estudos sao praticamente inexistentes, a excecdo dos
cromossémicos. Quatro espécies foram analisadas por COILE e JONES (1981),
estabelecendo o numero basico x=17 para o género. Ha também uma espécie
estudada por CARR et al. (1999), para a qual os autores citaram um numero atipico para
0 género, de 2n=18 + 1B. Outra espécie ja citada em literatura é L. reflexo-auriculata,
estudada por JONES (1982), com 2n=36. No recente estudo citotaxonémico para
espécies do género Lychnophora em Minas Gerais, MANSANARES et al. (2001, 2002) e
MANSANARES (2004, Capitulos 2 e 3) observaram trés numeros cromossémicos
distintos, n=17 (2n=34), n=18 (2n=36) e n=19 (2n=38) em cerca de 40 espécies,
pertencentes a seis secbes (sensu SEMIR 1991). MANSANARES et al. (2002) também
observaram o primeiro caso de poliploidia para o género Lychnophora, em uma das
populacbes da espécie L. staavioides Mart., cujo nimero cromossémico encontrado foi
de n=34, sendo essa populacéao tetrapléide com relagdo a base x=17.

O comportamento meibtico analisado por MANSANARES (2000) foi considerado
normal na maioria das treze espécies analisadas, a excecao de L. rupestris, onde foram

observadas pontes anafésicas entre alguns cromossomos, sugerindo a ocorréncia de
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inversdo cromossémica do tipo paracéntrica (SWANSON et al. 1967, STEBBINS 1971,
GUERRA 1988).

O objetivo do presente estudo foi a analise do comportamento cromossémico de
algumas espécies de Lychnophora durante a microsporogénese, a fim de investigar a

normalidade do processo nestas espécies.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas onze espécies do género Lychnophora (Tabela 5.1). Todas as
coletas foram realizadas em campos rupestres de varias regides do estado de Minas
Gerais, como Diamantina, Serra do Cip6 e ltacambira, além do Morro do Chapéu, na
Bahia. Materiais-testemunho das espécies foram depositados no Herbario UEC
(Departamento de Botéanica, IB, Universidade Estadual de Campinas). Os materiais
coletados foram analisados e identificados segundo a conceituacdo de SEMIR (1991).
Algumas dessas espécies (L. angelae, L. cryptomerioides, L.grazielae, L.
itacambirensis, L. nanuzae e L. sobolifera) ainda ndo foram validamente publicadas,
sendo citadas somente na tese de doutorado de SEMIR (1991).

Para os estudos mei6ticos foram coletados botdes florais de diversos tamanhos
e fixados em solucdo de Carnoy por 24 horas; posteriormente os botbes foram
estocados em alcool 70%, a 4°C. As laminas foram preparadas através da técnica de
MEDINA e CONAGIN (1964), pelo esmagamento e coloracdo de anteras com carmim

acético 1,2%.

100



Contagens cromossémicas em meiose foram realizadas, em média, em 30
células por espécie, a excegao de Lycnhophora villosissima, para a qual foram
analisadas cinglienta e sete. Procurou-se analisar as diversas fases da meiose.

A mesma técnica de MEDINA e CONAGIN (1964), ligeiramente modificada, foi
utilizada para a verificagdo da normalidade de tétrades e a taxa de viabilidade dos
gréaos-de-pdlen. A normalidade das tétrades de cada espécie foi avaliada em
aproximadamente 700 tétrades, em cerca de seis a oito botdes diferentes, coletados de
capitulos distintos, através da contagem do total de tétrades normais e anormais em
cada lamina.

A taxa de viabilidade dos graos de pélen foi estimada através da contagem de
cerca de 200 graos de pdlen por botdo, num total de cinco botdes florais de diferentes
inflorescéncias para cada espécie. A porcentagem dos grdos de poélen vidveis e
invidveis foi calculada baseada nesta contagem. Cada lamina foi preparada com
anteras de um Unico botéo.

As fotografias foram feitas em fotomicroscopio Olympus, modelo BX 51,

utilizando filmes preto e branco Agfa Pan ISO 25 e Imagelink ISO 25.

3. RESULTADOS

Dentre onze espécies de Lychnophora analisadas (Tabela 5.1), cinco
apresentaram anormalidades meibticas (L. angelae, L. candelabrum, L.
cryptomerioides, L. hattschbachii e L. villosissima), enquanto nas outras quatro (L.
itacambirensis, L. grazielae, L. nanuzae, L. ramosissima e L. sobolifera) ndo foram

observadas nenhuma irregularidade. O numero cromossémico observado para a
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maioria das espécies estudadas foi n=18, a excecao de L. angelae, com n=17 (Tabela
5.1). Em L. reflexo-auriculata e L. rosmarinifolia foram analisadas apenas a normalidade
de tétrades e a viabilidade de graos-de-polén, e em L. angelae apenas células em
divisdo e a normalidade das tétrades.

Em Lychnophora angelae, foi observado um fragmento cromossémico em
metade das células analisadas (Figura 5.1B). Na unica populacdo de Lychnophora
villosissima analisada foram observadas células com numero cromossémico variavel,
de n=18 e n=19 (Figura 5.1D-E). Em 59,6% das células analisadas (34 células), o
numero cromossémico observado foi n=18, e em 40,4% (23 células) n=19. Também foi
observado que em 30,1% das células analisadas, um dos bivalentes se separa antes
dos demais, geralmente ainda no final da diacinese e inicio da metafase I.

Outras duas espécies também apresentaram esta segregacédo precoce de um
bivalente em relacdo ao resto do complemento cromossémico normal em diacinese: L.
cryptomerioides e L. ramosissima (Figura 5.2C e F). Entretanto, em L. cryptomerioides
estas observacdes s6 foram evidenciadas em duas das trinta células analisadas, e em
L. ramosissima em apenas uma célula.

A espécie Lychnophora candelabrum também apresentou alteragdes meibdticas,
embora s6 tenham sido observadas em botbes florais de apenas um dos capitulos
analisados. As células analisadas apresentaram um possivel fragmento ou cromossomo
monovalente (Figura 5.3G). E interessante destacar que, nos outros capitulos desta
mesma inflorescéncia, a meiose apresentou-se regular, apresentando algumas vezes,
um bivalente segregando antes do resto do conjunto cromossémico.

Em Lychnophora hatschbachii foi observada a presenca de pelo menos uma

possivel ponte anafasica com seu fragmento acompanhante em metafase |, além de
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varios erros meioticos, tais como varias aderéncias entre os cromossomos (Figura 5.3B-
C), principalmente durante a anafase |. Ainda nesta fase, quando foi possivel
individualizar todos os cromossomos nos poélos, foram observados que este numero
variava de n=17, 18 e 19 em cada um destes.

A normalidade das tétrades foi alta (de 86,51 a 98,50%) em todas as espécies
analisadas, a excegao de Lychnophora angelae, com apenas 54,74% (Tabela 5.2). No
geral, as anormalidades referiam-se a presenca de um ou mais nucleos vazios nas
tétrades. Em L. angelae também foram observadas triades (Figura 5.1C), enquanto em
L. hatschbachii, apesar da alta normalidade (89,38%), foram observadas péntades e
triades (Figura 5.3D).

A viabilidade dos graos de pélen foi analisada para quatro das espécies em que se
analisou a normalidade de tétrades (Tabela 5.3). Foram obtidas altas taxas de
viabilidade dos gréos de podlen (superior a 90%), a excecdo de Lychnophora
villosissima, que apresentou a menor taxa neste estudo (67,79%) (Figura 5.1F). Em L.
hatschbachii, apesar da alta viabilidade (90%), foram observados que 15,5% dos graos-
de-polen viaveis apresentavam tamanhos diferentes com relacdo ao geralmente

encontrado na espécies (Figura 5.3E).

4. DIscussAo
O estudo do comportamento cromossémico € um dos aspectos mais
importantes na investigacao citogenética, uma vez que a regularidade no pareamento e

disjuncdo dos cromossomos influenciam a fertilidade de uma planta, além de ter papel
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importante na hereditariedade e na especiacdao (GUERRA 1988; STACE 1989, 2000;
Suzuki et al. 1989; FORNI-MARTINS et al. 1992).

Os numeros cromossOmicos obtidos (n=17 e 18) corroboram as contagens
cromossémicas para as espécies do género previamente citadas em literatura (COILE e
JONES 1981; JONES 1982; MANSANARES et al. 2002; MANSANARES 2004, Capitulos 2 e 3).

No geral, poucos erros meidticos foram observados durante este estudo,
refletindo a alta normalidade de tétrades em varias espécies de Lychnophora (acima de
86%), assim como a taxa de viabilidade de pélen (acima de 90%) (Tabelas 5.2 e 5.3).
Estes dados sugerem que ndo existem impedimentos para que a reproducao neste
grupo ocorra através de processos sexuados (GUERRA 1988; STACE, 1989; FORNI-
MARTINS et al. 1992). Estes resultados coincidem com 0s poucos estudos sobre o
comportamento cromossdmico durante a meiose existentes para a tribo Vernonieae
(MATHEW e MATHEW 1976; BERNADELLO 1986; GALIANO € HUNZIKER 1987; MANSANARES
2000).

Anormalidades significativas na microsporogénese ocorreram em L. angelae e L.
villosissima. O fragmento cromossémico observado em Lychnophora angelae, deve
estar relacionado a baixa porcentagem de tétrades normais (54,74%), incluindo a
formacao de triades (Figura 5.1C).

Com relacdo a populagédo de L. villosissima analisada neste trabalho, podemos
sugerir que a variagdo de numeros cromossémicos (n=18 e 19) e a segregacao
antecipada de bivalentes, sejam responsaveis pela viabilidade relativamente baixa dos
graos-de-pélen (67,79%). Esta variagdo de numeros cromossdémicos também foi
observada em estudos mitdticos por MANSANARES (2004, Capitulo 2) em individuos da

mesma populagcdo, confirmando a ocorréncia de aneuploidia/disploidia. Segundo
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MANSANARES (2004, Capitulo 2), a variacao cromossémica observada nesta populacao
de L. villosissima também pode ser interpretada como presenga de cromossomos B, em
adicao ao complemento dipl6ide. A origem e desenvolvimento dos cromossomos B sao
discutidos por FREGONEZzI et al. (2004) e por varios outros autores, que sugerem que
estes surjam a partir do complemento A, através de mecanismos como a fragmentacao
cromossémica, amplificacdo de DNA e introgressdao através da hibridacao
interespecifica.

Apesar de ter sido observada, em baixas freqiéncias, a segregacao precoce de
um bivalente em relacdo ao complemento cromossémico normal em L. cryptomerioides
e em L. ramosissima, as elevadas porcentagens de normalidade das tétrades (90,64)
sugerem que este fator n&do esteja influenciando diretamente a formacédo de
micrdsporos viaveis, embora ndo tenha sido analisada a viabilidade dos graos-de-pdlen.
A segregacao precoce também poderia ser explicada ndo como uma irregularidade,
mas como um bivalente no qual um pequeno quiasma pode ter ocorrido e ja esteja
terminalizado antes do inicio da metéafase.

O possivel fragmento ou cromossomo monovalente observado em Lychnophora
candelabrum ainda precisa ser melhor investigado, principalmente porque foi
encontrado em apenas um dos capitulos analisados, sendo necessarios estudos
envolvendo outras populagdées. Um explicagdo € que este ndo seja um monovalente,
mas sim um fragmento cromossémico, decorrente talvez de uma inverséo.

As irregularidades meioticas observadas em L. hatschbachii, como a presenca
de uma possivel ponte anafasica com seu fragmento e as aderéncias entre os
cromossomos em anafase |, estdo diretamente relacionadas com as péntades e graos-

de-pdlen de tamanhos diferentes encontrados na microsporogénese (Figura 5.3B-E).
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Baseando-se na analise destes dados, podemos sugerir que nesta espécie possa
ocorrer dois tipos de alteragdes estruturais nos cromossomos: inversdes paracéntricas
e/ou translocacoes. O tipo de translocagcdo mais comumente encontrado na natureza é
a translocacao reciproca. Neste tipo de alteracdo cromossOmica nao existe perda nem
ganho de material genético, de maneira que este é apenas redistribuido entre os
cromossomos. Entretanto, apds a separacao dos homdlogos na meiose, uma parte dos
gametas produzidos poderd nao ser balanceada, contendo delegdes e duplicacdes
(SWANSON et al. 1967; GUERRA 1988; STACE 1989; Suzuki et al. 1989). Este tipo de
alteracao pode estar explicando a diferenca no tamanho dos graos-de-pélen, pois em
vegetais é conhecida um situagdo conhecida como semi-esterelidade, e neste caso, o0s
graos menores seriam atrofiados. Para confirmacao desta suposicéo, seria necessario o
uso de técnicas mais apuradas.

Sistemas de translocacées bem sucedidas sdo reconhecidos somente para
algumas plantas e animais. As translocagdes diferem de outras maneiras dos outros
tipos estruturais. Elas podem flutuar na populacdo em um estado polimoérfico, mas
também podem tornar-se fixadas ndo somente no estado homozigoto (ragas de
translocacdo) como no estado heterozigoto (heterozigotos estruturais permanentes)
(JOHN 1980). Em plantas, elas ocorrem especialmente nas Onagraceae, nos géneros
Clarkia, Stenosiphon, entre outros. Uma situacdo especialmente interessante ocorre em
Clarkia, em que translocagdes heterozigotas foram encontradas em 14 das 34 espécies
dipléides conhecidas, e que sdo endémicas no Noroeste da América do Norte e em um
unico complexo poliploide do Sudoeste da América do Sul (JOHN 1980).

Se o caso for a ocorréncia de inversdes cromossOmicas, esta seria do tipo

paracéntrica, devido a presenca das aderéncias (Figura 5.3C), que podem ser pontes
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anafasicas resultantes de um uma permutacao dentro da secao invertida, em condicoes
heterozigotas. Do ponto de vista genético, a inversdo tem como consequéncia a
restricdo, ou mesmo o bloqueio total da recombinacdo génica na regido invertida
(SWANSON et al.,, 1967; GUERRA, 1988; STACE, 1989; Suzuki et al., 1989). Segundo
GUERRA (1988), a condicdao heterozigota muitas vezes pode ter uma adaptabilidade
maior que qualquer uma das formas homozigotas.

As inversdes cromossOmicas podem ser um dos fatores que influenciam algumas
divergéncias especificas, criando barreiras que previnem a reproducdo com a
populacédo que lhes deu origem (SWANSON et al., 1967). MANSANARES (2000) observou a
presenca de pontes de ligacdo entre alguns cromossomos metafasicos em L. rupestris
e disjungcdo cromossOmica irregular durante a anafase Il nesta espécie, indicativo de
inversées paracéntricas. Pode-se ainda inferir que este comportamento meiético, com
presenca de pontes de inversao e disjungao irregular dos cromossomos, talvez possa
denotar o carater hibrido tanto de L. rupestris, como sugerido por Mansanares (2000),
quanto para L. hatschbachii, analisada no presente estudo.

Lychnophora hatschbachii é uma espécie microendémica, e segundo JONH
(1980), acredita-se que rearranjos que diminuem a fecundidade no estado heterozigoto
s6 podem ser fixados em populacbes pequenas. Segundo este autor (JONH 1980), a
ocorréncia de diferencas cromossGmicas entre ragas ou espécies pode indicar que as
circunstancias sob as quais as espécies aparecem, envolvendo populagdes locais
pequenas, como é o caso de L. hatschbachii, podem ser especialmente favoraveis ao
estabelecimento e fixacdo de certos tipos de rearranjos. O alto grau de endemismo esta
geralmente correlacionado com a idade e o isolamento de uma &rea e com a

diversificacao desses habitats, sendo que estes fatores influenciam tanto a evolugao,
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isto é, a formacdo de novos endémicos, bem como a sobrevivéncia de espécies
microendémicas (KRUCKEBERG e RABINOWITZ, 1985). Vale ressaltar que as porcentagens
de tétrades normais e de graos-de-pélen viaveis observados para esta espécie sao
consideradas elevadas (89,38% e 90,0%), sugerindo que mesmo com todas as
alteracées no comportamento meidtico observadas para esta espécie, ela possa
reproduzir-se sexuadamente.

Observacdes posteriores devem ser conduzidas nestas e em outras espécies do
género, pois irregularidades meidticas ja foram registradas para outras espécies de
Lychnophora, como L. rupestris, ja comentada acima, e em uma populagéo tetraploide
de L. staavioides, na a qual foram observados apenas univalentes na metafase |
(MANSANARES 2000).

Os dados relativos a irregularidade mei6tica de algumas espécies de
Lychnophora obtidos no presente estudo e observados por MANSANARES (2000), talvez
possam explicar ou serem decorrentes da possivel formacgao de hibridos naturais. Estes
mecanismos talvez sejam o0s responsaveis pelo processo de especiacao dentro do
género (GUERRA 1988; STACE 1989). Segundo SEMIR (1991), barreiras temporais e
comportamentais ndo parecem ocorrer entre as espécies de Lychnophora simpatricas e
parapatricas. Em varias espécies foi observado que mesmo quando algumas
populacbes ndo estdo em seu pico maximo de floracdo, alguns individuos podem
apresentar flores e frutos, ocorrendo sobreposicao neste aspecto entre populagdes da
mesma espécie ou de espécies distintas (SEMIR 1991).

CoILE e JONES (1981), baseando-se em caracteres morfologicos, discutiram a
ocorréncia de formacdo de hibridos no género, considerando L. rosmarinifolia e L.

bahiensis como hibridos de L. uniflora e L. staavioides. ROBINSON (1983, 1999) néao
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aceita L. bahiensis como hibrido, considerando-a como espécie valida, embora sugira
que a hibridizacdo possa ocorrer no género Lychnophora. SEMIR (1991) ndo aceita L.
rosmarinifolia e L. bahiensis como hibridos, e coloca L. bahiensis como sindnimo de L.
rosmarinifolia. Segundo SEMIR (1991), L. staavioides e L. rosmarinifolia ocorrem
simpatricamente apenas em algumas regiées proximas a Diamantina, porém estas duas
espécies diferem pelo tipo de crescimento, sendo que em L. staavioides ha uma maior
robustez dos ramos, do apice e indumento diferente nas folhas comparado a L.
rosmarinifolia. Estas duas espécies apresentam o porte arbustivo com caule e eixo
principal alongados e ramos secundarios arqueados, proporcionando a estas espécies
um aspecto de candelabro, o que as distingue de L. uniflora, que apresenta o habito
subarbustivo bromelidide, onde o eixo principal é bastante abreviado. Além disso, L.
uniflora é endémica ao estado da Bahia, onde, as vezes, pode crescer proximo a L.
rosmarinifolia, mas nunca junto de L. staavioides, endémica a regido de Diamantina
(MG), sendo impossivel a hibridizagdo proposta por COILE e JONES (1981), a se
considerar a presente distribuicao geografica.

Esta opiniao é reforcada pelo trabalho de KING (1986) com flavondides de
Lychnophora. Segundo este autor, varios flavondides encontrados nos taxa
supostamente parentais (L. uniflora e L.staavioides) sdao ausentes nos possiveis
hibridos (L. bahiensis e L. rosmarinifolia), incluindo um composto que é comum a
ambas espécies entdo ditas parentais. Além disso, L. bahiensis e L. rosmarinifolia
também apresentam trés compostos que nao foram detectados em L. uniflora ou L.
staavioides, e de acordo com KING (1986), ndo existem evidéncias de que estes
flavondides sejam componentes novos, resultantes de pequenas alteragdes nas vias

biossintéticas, embora possa ser descartada a hipdtese de que tenha ocorrido um
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nocaute génico decorrente da possivel hibridagao, impossibilitanto a sintetizacao destes
compostos.

A analise da microsporogénese em algumas poucas espécies de Lychnophora
tem indicado irregularidades meibticas, com a perspectiva de trazer bons subsidios ao
estudo reprodutivo e biossistematico da subtribo Lychnophorinae. Estudos referentes a
polinizagcéo, dispersédo, germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas, sao

praticamente inexistentes.
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Tabela 5.1. Espécies e populagdes de Lychnophora analisadas e respectivas localidades

de coleta e materiais-testemunho.

ESPECIE LocAL NUMERO DE COLETOR n
L. angelae Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Serra do Cipé Mansanares e Verola 377 17
L. candelabrum (Sch.-Bip.) H.Rob. MG, Gouveia Mansanares e Verola 367 g
L. cryptomerioides Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Diamantina Mansanares et al. 163 18
L. grazielae Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Serrado Cip6 ~ Mansanares e Verola 376 g
L. hatschbachii H.Rob. MG, Diamantina Mansanares et al. 100 18
L. itacambirensis Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Itacambira Mansanares et al. 266 18
L. nanuzae Semir e Leitao Filho (inéd.) MG, Diamantina Mansanares et al. 143 18
L. ramosissima Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Diamantina Mansanares et al. 171 18
L. reflexo-auriculata (G.M.Barroso) Hind (B:ﬁépl\)/(lé%rro do Aona 764 )
L. rosmarinifolia Mart. MG, Diamantina Mansanares et al. 00/36 )
L. sobolifera Semir e Leitdo Filho (inéd.) MG, Diamantina Mansanares et al. 110 18
L. villosissima Mart. MG, Diamantina Mansanares et al. 00/23 18

Tabela 5.2- Normalidade de tétrades em espécies de Lychnophora analisadas.

ESPECIE TETRADES  TETRADES TOTAL DE TAXA DE
NORMAIS  ANORMAIS TETRADES NORMALIDADE (%)
L. angelae 612 506 1118 54,74
L. candelabrum 776 121 897 86,51
L. cryptomerioides 513 53 566 90,64
L. hatschbachii 1244 1112 2356 89,38
L. itacambirensis 710 37 747 95,05
L. nanuzae 596 62 658 90,58
L. ramosissima 544 28 572 95,10
L. reflexo-auriculata 986 14 1001 98,50
L. rosmarinifolia 1014 25 1039 97,60
L. sobolifera 780 33 813 95,94
L. villosissima 3021 378 3389 89,14
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Tabela 5.3. Viabilidade dos graos de pélen em espécies de Lychnophora analisadas.

TOTAL DE GRAOS

POLEN POLEN VIABILIDADES DO

ESPECIE " h DE POLEN .
VIAVEIS INVIAVEIS ANALISADOS POLEN (%)
L. hatschbachii 1923 242 2165 90,0
L. reflexo-auriculata 1036 20 1056 98,11
L. rosmarinifolia 994 70 1064 93,42
L. villosissima 720 342 1062 67,79
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Figura 5.1 — Microsporogénese em espécies de Lychnophora. A — L. angelae,
n=17; B — L. angelae, n=17, seta: fragmento cromossémico; C — L. angelae,
triade; D — L. villosissima, n=18; E- L. villosissima, n=19; F — L. villosissima,
graos-de-pélen inviaveis. Barra = 10um.
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Figura 5.2 — Microsporogénese em espécies de Lychnophora. A — L. sobolifera,
n=18; B — L. ramosissima, n=18; C — L. ramosissima; bivalente com segregacao
precoce (seta). D — L. nanuzae, n=18; E- L. cryptomerioides, n=18; F — L.
cryptomerioides; bivalente com segregacao precoce (seta). Barra = 10um.
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Figura 5.3 — Microsporogénese em espécies de Lychnophora. A - L. hatschbachii,
n=18; B - L. hatschbachii. C - L. hatschbachii, aderéncias (setas); D - L.
hatschbachii, péntade; E - L. hatschbachii, graos-de-pélen de tamanhos diferentes
e viaveis; F - L. candelabrum, n=18; G - L. candelabrum, possivel fragmento ou
monovalente (seta). Barra = 10um.
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Capitulo 6

Distribuicao de sitios de DNAr 45S em espécies de
Lychnophora Mart. e Minasia H.Rob. (Asteraceae:
Vernonieae: Lychnophorinae)

Autores: Mansanares, M.E.; Forni-Martins, E.R.; Vanzela, A.L.L. e Semir, J.



1. Introducao

Na tribo Vernonieae, a subtribo Lychnophorinae apresenta alguns problemas em
sua taxonomia, a qual reflete uma discordancia sobre a validade e niUmero de espécies.
Isto € influenciado também pela ocorréncia de possiveis hibridos naturais entre
espécies de Lychnophora (COILE e JONES 1981; SEMIR 1991). O género Minasia
também pertence a esta subtribo, e embora apresente sobreposicbes dos caracteres
morfolégicos com outros géneros, suas espécies parecem ser bem estabelecidas
(ROBINSON 1992).

Recentemente, MANSANARES et al. (2001, 2002) e MANSANARES (2004, Capitulos
2, 3 e 4) realizaram estudos citotaxondbmicos em representantes do género
Lychnophora Mart. e de outros géneros da subtribo Lychnophorinae, como Proteopsis,
Minasia e Heterocoma. Os dados obtidos por estes autores evidenciaram variacdo de
nameros cromossémicos (2n=34, 36 e 38) em Lychnophora (sensu SEMIR 1991), os
quais foram distribuidos em proporcdes praticamente iguais entre as espécies
estudadas, em Minasia (2n=34 e 38), Proteopsis (2n=36) e Heterocoma (2n=38).
Segundo MANSANARES et al. (2002) e MANSANARES (2004, Capitulos 2, 3 e 4), os
resultados obtidos confirmam, em sua maioria, a proposicdo taxondmica de SEMIR
(1991), como acontece, por exemplo, entre as espécies L. ericoides (2n=34), L. gardneri
(2n=36) e L. pseudovillosissima (2n=38) (sensu SEMIR 1991), que eram consideradas
por COILE e JONES (1981) como sendo uma unica espécie (L. ericoides). Os numeros
cromossémicos apesar de ndo embasarem a separagao das espécies em segdes, sdo
caracteres muito importantes na diferenciacdo de algumas espécies (MANSANARES
2004, Capitulos 2, 3 e 4; MANSANARES et al. 2001, 2002). A comparacdao dos

ideogramas e caridtipos, obtidos por técnicas de coloragdo convencional, auxiliar pouco
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na diferenciacdo das sete espécies de Lychnophora ja estudadas, devido a
sobreposicdes e proximidade no tamanho (1,10 a 2,58 um) e na forma cromossémica,
com predominio de cromossomos metacéntricos, além de alguns submetacéntricos
(MANSANARES 2004, Capitulos 2 e 3).

Uma alternativa para contornar a deficiéncia da citogenética convencional é a
técnica de hibridacao in situ . Esta permite a localizagdo de uma ou mais seqiiéncias
especificas de DNA, tanto em cromossomos condensados quanto no nucleo interfasico
(HESLOP-HARRISON et al. 1991; MALUSZYNSKA e HESLOP-HARRISON 1993). As sequiéncias
de DNA repetitivo mais comumente utilizadas sdo DNAr 45S (18S-5,8S-26S), DNAr 5S,
teloméricas e microssatélites. A localizacdo destas sequiéncias pode constituir-se em
um valioso marcador citolégico para a identificagdo cromossémica, bem como fornecer
informagdes filogenéticas importantes para a taxonomia de um determinado grupo
(CERBAH et al. 1998; GATT et al. 1999; STACE 2000; SNOWDON et al. 2001; SUMNER 2003;
WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2003; GARNATJE ET AL. 2004).

A andlise da distribuicdo de sequéncias de DNA repetitivo permite detectar
rearranjos cromossdémicos que podem auxiliar na investigacdo das relacdes
filogenéticas entre espécies. Comparado-se o numero e a distribuicdo destas
seqUéncias mediante a técnica de FISH, além de obter-se uma base para o estudo da
organizagao de parte de um genoma, € também possivel subsidiar a taxonomia vegetal.

O presente estudo faz parte da analise citotaxonbmica de espécies de
Lychnophora e géneros proximos, tendo como objetivo iniciar a investigacdo da
evolucao cariotipica de algumas destas espécies através da técnica de FISH, baseada

em marcadores cromossdmicos de DNAr.
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2. Material e Métodos

Foram analisadas 13 espécies do género Lychnophora (sensu SEMIR 1991)
pertencentes a cinco se¢des, € uma de Minasia, coletadas em campos rupestres de
varias regidoes da Cadeia do Espinhaco, nos estados brasileiros de Minas Gerais e
Bahia (Tabela 6.1).

Ramos florais e vegetativos foram coletados e herborizados seguindo técnicas
usuais. Materiais-testemunho das espécies foram depositados no Herbario UEC
(Departamento de Botéanica, IB, Universidade Estadual de Campinas). A conceituacao
taxonbmica das espécies de Lychnophora analisadas segue SEMIR (1991), sendo a
espécie de Minasia provavelmente uma nova entidade taxonbémica, ainda sem
publicacao valida (Minasia morfoespécie 1).

Pontas de raizes recém-germinadas foram coletadas e submetidas a pré-
tratamento com 8-hidroxiquinoleina, solugdo 2Mm, por 5 horas a 14-15°C. Em seguida,
as raizes foram fixadas em solucao Carnoy (etanol absoluto: acido acético, 3:1, v:iv) por
24 horas a temperatura ambiente e depois mantidas em freezer. As preparacdes
cromossémicas foram obtidas mediante esmagamento de meristemas radiculares
digeridos em solugcéo enzimatica (celulase 2% + pectinase 20%) por 3 horas, a 37°C.

A hibridacao in situ foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
HESLOP-HARRISON et al. (1991) e CUADRADO e JOUVE (1994), com modificacoes
(FREGONEZzI et al. 2004). Foi utilizada a sonda de trigo: pTa71 contendo a sequéncia de
DNAr 45S (18S-5.8S-26S), marcada com biotina por nick translation. As preparacoes
foram incubadas em 100ug/ml de RNAse, poés-fixadas em paraformaldeido 4%,
desidratadas em série alcodlica de etanol 70-100%. As laminas foram secas a

temperatura ambiente por cerca de 90 a 120 minutos. A mistura contendo a sonda
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(50% formamida, 20% polietilenoglicol 50%, 10% de 20xSSC, 3,33% de SDS, 3,33% de
DNA de bloqueio e 13,33% de sonda 45S) foi desnaturada a 70°C por 10 minutos e
imediatamente resfriada no gelo. A desnaturacdo dos cromossomos foi realizada a
90°C por 10 minutos, 50°C por 10 minutos, 38°C por 10 minutos e 38°C por 5 minutos
usando um termociclador, e colocadas a hibridar a 37°C em camara umida. A sonda
marcada com biotina (DNAr 45S) foi detectada com solucéo de avidina/FITC 1:100 (em
BSA 5%) e os cromossomos contra-corados com iodeto de propideo. As preparacoes
foram montadas em Vectashield (antifade).

Os estudos foram realizados no Laboratorio de Biossistematica do Departamento
de Botanica/IB/UNICAMP, no LABRE (Laboratério de Biodiversidade e Restauragédo de
Ecossistemas - Genética), do Departamento de Biologia Geral/CCB/UEL e no

Laboratério de Citogenética do Departamento de Biologia Celular/IB/JUNICAMP.

3. Resultados

O numero de sitios de DNAr 45S observados variou de 4 a 10 nas espécies de
Lychnophora e Minasia analisadas (Tabela 6.1, Figuras 6.1 e 6.2). Em todas as
espécies, os sinais de DNAr 45S foram observados nas regides terminais dos bragos
curtos dos cromossomos, variando apenas no numero de sitios e na intensidade do
sinal fluorescente, ndo tendo sido observados sinais intercalares.

Das oito espécies da secdao Lychnophora (sensu SEMIR 1991), quatro
apresentaram 2n=34, sendo observados 6 sitios de DNAr 45S em trés espécies (L.
diamantinana, L. ericoides e L. staavioides) e 8 sitios em uma delas (L. pinaster) (Figura

6.1). Dentre as trés espécies desta secdo com 2n=36, em duas foram observados 6
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sitios de DNAr 45S (L. cryptomerioides e L. itacambirensis) e 8 sitios em uma (L.
rosmarinifolia). Em L. pseudovilosissima, Unica espécie da secdo Lychnophora aqui
analisada com 2n=38, foram observados 10 sitios de DNAr 45S, sendo este o maior
nimero de sitios registrado para ano género Lychnophora. E interessante destacar que,
dos 10 sitios observados nesta espécie, seis sdo bem menores do que 0s outros quatro
(Figura 6.1F).

As duas espécies da secao Lychnophoriopsis (sensu SEMIR 1991) apresentaram
namero cromossdémico 2n=36. Em Lychnophora hatschbachii e L. montesclarensis
foram evidenciados 6 sitios de DNAr 45S (Figura 6.2). Nestas espécies, apesar da
semelhanca do numero de sitios de hibridacao, algumas diferencas foram destacadas.
Em L. hatschbachii, pode-se evidenciar dois sinais grandes e outros dois bem menores.
Em L. montesclarensis, os quatro sinais eram grandes.

Na secdo Lychncephaliopsis, em L. grazielae (2n=38) foram observados 6 sitios
de DNAr 45S (Figura 6.2), todos com fraca intensidade de fluorescéncia. Na secéo
Sphaeranthus, em Lychnophora santosii (2n=38) também foram observados 6 sitios de
DNAr 45S (Figura 6.2F).

Na secao Lychnophorioides, L. syncephala (2n=34) mostrou 8 sitios de DNAr
45S (Figura 6.2C). Nesta espécie foram observadas células com polissomatia, isto €&,
células tetraploides esporadicas em meio as células normais. O uso da FISH evidenciou
que estas células polissomaticas apresentavam o numero de sitios de hibridacao
duplicados em relacdo ao numero observado nas células dipléides normais (Figura

6.2D).

Para a espécie do género Minasia aqui analisada, M. morfoespécie 1, a técnica
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de hibridacao revelou 8 sitios de DNAr 458S.

4. Discussao

Os numeros cromossémicos obtidos para as espécies analisadas coincidem com
os dados previamente citados em literatura de 2n=34, 36 e 38 (MANSANARES et al. 2001,
2002) e MANSANARES (2004, Capitulos 2, 3 e 4). Os caribtipos das espécies de
Lychnophora sdo em sua maioria do tipo simétrico, com pequenos cromossomos (1,10
a 2,58 um) metacéntricos e submetacéntricos (MANSANARES 2004, Capitulos 2 e 3), 0
que dificulta a identificagcao de pares cromossdmicos.

Todas as espécies analisadas apresentaram os sinais de hibridagdo terminais,
no brago curto dos cromossomos, concordando com a sugestao de LIMA DE FARIA (1973,
1976), que esta essa uma tendéncia geral dentro de Asteraceae. Estudos envolvendo
hibridagdo de DNAr 45S em espécies desta familia também mostraram esta tendéncia
(GATT et al. 1998, 1999; VANZELA et al. 2002; WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2003; GARNATJE
et al. 2004; FREGONEZzI et al. 2004).

Embora a localizacdo dos sitios de DNAr 45S tenha se mostrado constante nas
espécies analisadas, variagdes foram encontradas no nimero e intensidade. A técnica
de hibridacao in situ € mais qualitativa do que quantitativa, entretanto, uma associacao
entre o tamanho dos sinais de hibridagdo e o nimero de seqiiéncias de DNAr repetidas
pode ser demonstrada, de maneira que sinais mais intensos representam sitios com
maior numero de sequéncias repetidas do que os sinais menos intensos (ZURITA et al.
1997, FREGONEZI et al. 2004).

L. pinaster e L. ericoides, sinonimizadas sob L. ericoides por COILE e JONES
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(1981) , foram diferenciadas por SEMIR (1991), sob cuidadosa observacao, pelo habito,
indumento e atributos foliares. Embora estas duas espécies apresentem o mesmo
namero cromossémico (2n=34), o uso da FISH revelou 6 sitios de DNAr 45S em L.
ericoides, enquanto em L. pinaster foram observados 8 sitios, o que reforca a
proposicao taxonémica de SEMIR (1991).

Outra espécie com relativa proximidade morfolégica a estas duas mencionadas
acima, €& L. pseudovillosissima. MANSANARES et al. (2002) e MANSANARES (2004,
Capitulos 1 e 2) ja discutiram estas semelhancas, relacionado-as ao numero
cromossémico de 2n=38 observado para esta espécie. A esta discussdo podemos
acrescentar os dados obtidos no presente estudo com relacdo ao numero de sitios de
DNAr 45S observados. As trés espécies, L. ericoides, L. pinaster e L.
pseudovillosissima, apresentaram numeros de sitios diferentes: 6, 8 e 10,
respectivamente. Estes resultados podem ser mais uma caracteristica que separe estas
em trés entidades taxonémicas distintas, como sugerido por SEMIR (1991).

A localizacdo de sequéncias de DNAr 45S nas espécies da secao
Lychnophoriopsis também nos permitiu algumas inferéncias. Apesar das duas espécies
analisadas terem mostrado 0 mesmo numero cromossGmico € 0 mesmo numero de
sitios de hibridacao 45S, a variacao da intensidade destes sinais pode ser um indicativo
da integridade taxonémica, pois em L. hatschbachii, dos 8 sitios observados, 2
apresentaram pouca e 2 maior intensidade de fluorescéncia em relagédo aos outros 4
sinais observados. Ja em L. montesclarensis, quatro sitios de DNAr 45S mostraram
grande intensidade. Estes dados podem ser acrescentados aos caracteres morfol6gicos
ja considerados na distincdo das espécies, tais como o padrdo de nervagao,

paralelédromo em L. hatschbachii e broquidrédomo em L. montesclarensis, além de
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caracteristicas do indumento foliar, numero de flores por capitulo, e também pelo tipo
de receptaculos (SEMIR 1991).

As diferencas de tamanho dos sitios de DNAr observadas podem estar
relacionadas a pequenas alteracbes estruturais nos cromossomos, uma vez que ja
foram observadas algumas irregularidades meio6ticas em espécies de Lychnophora.
Ainda pode-se sugerir que estas diferencas sejam decorrentes de perdas de segmentos
por hibridacdo entre espécies, com formacdo de alopolipléides segmentares
(MANSANARES 2000, 2004, capitulo 5).

A disploidia parece ter papel proeminente na evolucao das espécies estudadas,
assim como € o caso para muitas espécies da familia Asteraceae. Em espécies de
Hypochaeris pequenas alteragcdes estruturais, tais como translocacoes, inversdes
envolvendo perda e ganho de fragmentos cromossdmicos, algumas vezes contendo a
regido de DNAr 45S, sdo sugeridas para explicar a disploidia encontrada na sua
evolugao cariotipica (WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2003). A espécie considerada como
ancestral seria H. maculata, que através de translocacdo, seguida de perda
cromossémica, teria originado formas transitérias, as quais por perda da regido
contendo DNAr teriam originado a espécie H. rosengurtii, ou ainda por inversdo, H.
apergioides (WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2003). Em espécies de Helianthus, foram
detectadas pequenas variacbes nos cromossomos, indicando em alguns casos, a perda
ou ganho de regides de DNAr, e estas alteragdes estruturais teriam papel importante na
especiacao deste género (VANZELA et al. 2002). Entretanto, esses dados ainda sao
prematuros para concluir quais sdo os mecanismos envolvidos na evolucao cariotipica
das espécies de Lychnophora e dos outros géneros da subtribo Lychnophorinae.

Outras investigagdes devem ser conduzidas para gerar um futuro conhecimento
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da evolugao cariotipica da subtribo Lychnophorinae, tais como a utilizacao de outros
tipos de sondas na hibridacao in situ, como mapeamento fisico de seqiéncias DNAr 5S,
teloméricas e microssatélites, para determinar possiveis alteragdes estruturais nos
cromossomos, como parece estar ocorrendo nas espécies de Lychnophora
(MANSANARES 2000, 2004, Capitulo 5). A aplicacao das técnicas de FISH, utilizando
estas outras sequéncias génicas, também possibilitara a comparacdo de caribtipos,

subsidiando a andlise taxonémica e evolutiva do grupo.
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Tabela 6.1 — Espécies analisadas com respectivos nimeros cromossdmicos, nimero de
sitios de DNAr 45S e materiais-testemunhos das espécies de Lychnophora e Minasia.

ESPECIE 2n DNAr NUMERO DE COLETOR
(sitios 45S)

Secao Lychnophora
L. cryptomerioides Semir e Leitao Filho (inéd.) 36 6 Mansanares et al. 01/163
L. ericoides Mart. 34 6 Mansanares et al. 241
L. diamantinana Coile e Jones 34 6 Mansanares et al. 109
L. itacambirensis Semir e Leitao Filho (inéd.) 36 6 Mansanares et al. 266
L. pinaster Mart. 34 8 Mansanares et al. 271
L. pseudovillosissima Semir e Leitdo Filho (inéd.) 38 10 Mansanares etal. 112
L. rosmarinifolia Mart. 36 4 Mansanares et al. 00/29
L. staavioides Mart. 34 6 Mansanares et al. 300
Secao Lychnophoriopsis
L. hatschbachii H.Rob. 36 8 Mansanares et al. 100
L. montesclarensis Semir e Leitdo Filho (inéd.) 36 8 Mansanares et al. 189
Secao Lychnophorioides
L. syncephala (Sch.Bip) Sch.Bip. 34 8 Mansanares et al. 232
Secao Lychnocephaliopsis
L. grazielae Semir e Leitdo Filho (inéd.) 38 6 Mansanares & Verola 376
Secao sphaeranthus
L. santosii (H.Rob.) Hind 38 6 Aona 753
Minasia
M. morfoespécie 1 38 8 Mansanares et al. 186
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Figura 6.1- Hibridagéo in situ (FISH) 45S em espécies da se¢ao Lychnophora. A- L.
cryptomerioides, 6 sitios; B- L. diamantinana, 6 sitios; C- L. ericoides, 6 sitios; D- L.
itacambirensis, 6 sitios; E- L. pinaster, 8 sitios; F- L. pseudovillosissima, 10 sitios; G-

L. rosmarinifolia, 4 sitios; H- L. staavioides, 6 sitios. Barra = 10um. 129




Figura 6.2- Hibridacdo in situ (FISH) 45S em espécies da secao
Lychnophoriopsis. A- L. hatschbachii, 8 sitios; B- L. montesclarensis, 8 sitios.
Secao Lychnophorioides: C- L. syncephala, 8 sitios; D- L. syncephala, célula
polissomatica, 16 sitios. Secao Lychnocephaliopsis: E- L. grazielae, 6 sitios.
Secao Sphaeranthus: F- L. santosii, 2 sitios. Barra = 10um.

130



5. Referéncias citadas

CERBAH, M., COULAUD, J. e SILJIAK-YAKOVLEV, S. 1998. rDNA organization and
evolutionary relationships in the Hypochaeris (Asteraceae). J. Hered. 89: 312-318.

COILE, N.C. e JONES JR., S.B. 1981. Lychnophora (Compositae: Vernonieae), a endemic
genus to the Brazilian planalto. Brittonia, 33: 528-542.

CUADRADO, A. e JOUVE, N. 1994. Mapping and organization of highly-repeted DNA
sequences by means of simultaneous and sequential FISH and C-banding in 6x-
Triticale. Chrom. Res. 2:231-238.

FREGONEZI, J.N.; TOREZAN, J.M.D. € VANZELA, A.L.L. 2004 (in press). A karyotypic study of
three southern Brazilian Asteraceae species using fluorescence in situ hybridization with
45S rDNA probe and C-CMA3; Genet. Mol. Biol., 27(2)- in press.

GARNATJE, T.; VALLES, J.; VILATERSANA, R.; GARCIA-JACAS, N.; SUSANNA, A. € SILJAK-
YAKOVLEV, S. 2004. Molecular cytogenetics of Xeranthemum L. and related genera
(asteraceae, Cardueae). PI. Biol., 6: 140-146.

GATT, M.; DING, H.; HAMMETT, K. e MURRAY, B. 1998. Polyploidy and evolution in wild and
cultivated Dahlia species. Ann. Bot., 81: 647-656.

GATT, M.; HAMMETT, K. e MURRAY, B. 1999. Confirmation of ancient polyploidy in Dahlia
(Asteraceae) species using genomic in situ hybridization. Ann. Bot., 84: 39-48.

HESLOP-HARRISON, J.S.; SCHWARZACHER, T.; ANAMTHAWAT-JONSSON, K.; LEITCH, A.R.; SHI,
M. e LEITCH, IJ. 1991. In situ hybridation with automated chromosome denaturation.
Technique 3:106-109.

LIMA-DE-FARIA, A. 1973. Equations defining the position of ribosomal cistrons in the
eukariotic chromosome. Nat. New Biol. 241: 136-139.

LIMA-DE-FARIA, A. 1976. The chromosome field: |. Prediction of the localization of
ribossomal cistrons. Hereditas, 83: 1-22.

MALUSZYNSKA, J. e HESLOP-HARRISON, J.S. 1993. Molecular cytogenetics of the genus
arabidopsis: In situ localization of rDNA sites, chromosome numbers and diversity in
centromeric heterochromatin. Ann. Bot., 71: 479-484.

MANSANARES, M.E. 2004. Estudos citotaxonémicos de espécies do género Lychnophora
Mart. (Lychnophorinae: Vernonieae: Asteraceae). Tese de doutorado.

MANSANARES, M.E.; FORNI-MARTINS, E.R. € SEMIR, J. 2001. IOPB Chromosome data XVII.
Newsletter, 33: 23-24.

131



MANSANARES, M.E.; FORNI-MARTINS, E.R. € SEMIR, J. 2002. Chromosome numbers in the
genus Lychnophora Mart. (Lychnophorinae:Vernonieae: Asteraceae).Caryologia, 55(4):
367-374.

ROBINSON, H. 1992. Notes of Lychnophorinae from Minas Gerais, Brazil, a synopsis of
Lychnophoriopsis Shultz-Bip., and the new genera Anteremanthus and Minasia
(Vernonieae: Asteraceae). Proc. Biol. Soc. Wash., 105: 640-652.

SEMIR, J. 1991 (inédito). Revisdo Taxonbémica de Lychnophora Mart. (Vernonieae:
Compositae). Tese de doutorado, Univ. Estadual de Campinas, Campinas.

SNOWDON, R., KUSTERER, B. € HORN, R. 2001. Strutural genome analysis using molecular
cytogenetic techniques. Progr. Bot., 63: 55-79.

STACE, C.A. 2000. Cytology and cytogenetics as a fundamental taxonomic resource for
the 20" and 21" centuries. Taxon, 49: 451-477.

SUMNER, A.T. 2003. Chromosomes — Organization and Function. North Berwick, United
Kingdom, Blackwell Publishing, pp. 287.

VANZELA, A.L.L.; RUAS, C.F., OLIVEIRA, M.F. € RUAS, P.M. 2002. Characterization of diploid,
tretaploid and hexaploid Helianthus species by chromosome banding and FISH with 45S
probe. Genetica, 114: 105-111.

WEISS-SCHNEEWEISS, H.; STUESSY, T.F.; SILJAK-YAKOVLEV, S.; BAEZA, C.M. e PARKER, J.
2003. Karyotype evolution in South American of Hypochaeris (Asteraceae, Lactuceae).
Pl. Syst. Evol. 241: 171-184.

ZURITA, F.; SANCHEZ, A.; BURGOS, M.; JIMENEZ, R. E DE LA GUARDIA, R.D. 1997.

Interchromosomal, intercellular and interindividual variability of NORs studied with silver
staining and in situ hybridization. Heredity 78: 229-234.

132



Consideracoes Finais



Os estudos envolvendo a determinacdo de numeros cromossémicos em
Lychnophorinae (Lychnophora, Minasia, Heterocoma, Proteopsis e Eremanthus),
embora ainda atinjam uma pequena proporcdo das espécies da subtribo, permitem
visualizar um panorama preliminar sobre a utilidade do uso desse carater na taxonomia.
Conforme pode-se perceber na discussao dos numeros basicos da subtribo (x=15, 17,
18 e 19), acima apresentada, Lychnophora possui espécies com trés dos numeros
basicos (n=17,18 e 19), os quais se repetem nos outros géneros (n=18 em Proteopsis,
n=19 em Heterocoma e n=17 e 19 em Minasia). Apenas para Eremanthus, ha
diferenciacdo em relacdo aos numeros basicos de Lychnophora, com espécies com
n=15 e n= 18. Assim, em termos citotaxonémicos, dificilmente tais géneros poderao ser
individualizados/diferenciados com base nos numeros cromossémicos. O pequeno valor
distintivo entre as secdes de Lychnophora sensu SEMIR (1991) também parece ocorrer
quando se faz a comparacao de cariétipos, com base na coloracdo convencional, pois
0S cromossomos apresentam tamanho e morfologia bastante semelhantes. Entretanto,
em nivel especifico, a comparacao de caribtipos (incluindo nimeros cromossdmicos e
sitios de hibridacdo com sonda de DNAr 45S) tem se mostrado efetiva. Contudo, ainda
ha total auséncia de informacgdes para espécies de outros géneros da subtribo.

A analise da microsporogénese em algumas poucas espécies de Lychnophora tem
indicado irregularidades meibticas, com a perspectiva de trazer bons subsidios ao
estudo reprodutivo e biossistematico da subtribo Lychnophorinae. Estudos referentes a
polinizacao, dispersado, germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas, sao
praticamente inexistentes. Estudos recentes envolvendo isozimas em espécies e
populacbes de Lychnophora, Proteopsis e Minasia estdao sendo efetuados em

colaboragdo pelos Departamentos de Botanica e de Genética do Instituto de
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Biologia/lUNICAMP. Em Proteopsis argentea, JESUS et al. (2001) encontraram uma
diversidade genética intrapopulacional bastante baixa, entretanto, alguns /oci indicaram
uma grande diferenciacao entre algumas populagdes, principalmente entre as duas
mais distantes, localizadas na Serra do Cipé e Grao Mogol. Este tipo de informacéao
podera sugerir hipéteses que talvez elucidem os processos evolutivos das espécies de

Lychnophorinae.
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