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l. RESsumo

Foram estudadas, através da andlise mitdtica (técnica de Giemsa), 14 espécies do
género Vernonia sensu Baker (Asteraceae, Vernonieae), pertencentes a secao
Lepidaploa, correspondentes as subsecbes Axilliflorae, Macrocephalae,
Oligocephalae, Paniculatae e Scorpioideae, objetivando subsidiar as propostas de
seu desmembramento em géneros menores (sensu Robinson) ou da manutencao
de sua integridade (sensu Baker). As espécies foram coletadas em areas de
cerrado e campo rupestre, nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias.
Foram realizadas contagens cromossdmicas, que variaram de 2n=20 a 2n=ca.80
e, elaborados caridtipos, verificando-se o predominio de cromossomos
metacéntricos, e alguns submetacéntricos. Foram observados cromossomos B em
uma das populagbes analisadas de V. geminata. O tamanho dos cromossomos
variou de 0,9 a 4,9um, o tamanho total de cromatina (CTC) de 29,7 a 50,7 um e, 0
indice de assimetria TF% de 412 a 46,9. O indice de assimetria
intracromossémica (A1) variou de 0,13 a 0,29, enquanto o indice de assimetria
intercromossdmica (A2) de 0,14 a 0,21. A populagéo 1 da espécie V. geminata foi
a que mostrou ter caridtipo mais assimétrico. Foram observadas diferencas
cariotipicas entre populagdes de V. remotiflora e V. polyanthes. Foram aplicados
em V. geminata bandamentos C, NOR, CMA/DA/DAPI e a técnica de hibridagdo
de DNA in situ para a sequéncia de 45S de rDNA. A espécie apresentou dois
pares de bandas C, sendo duas bandas terminais e duas centroméricas; um par
de bandas CMA™ terminais; dois pares de bandas NOR, sendo duas bandas

terminais e duas centroméricas. A hibridacao in situ evidenciou dois pares de
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sitios de rDNA 45S, sendo dois sitios terminais e dois centroméricos. Houve
coincidéncia de localizacao entre bandas C, CMA, NOR e sitios de rDNA 45S. Nao
foi possivel comparar os resultados dos bandamentos e sitios de hibridag&o in situ
com outras espécies de Vernonia, por ndo existir dados disponiveis para o género
na literatura. Embora a representatividade da amostra seja pequena, os dados
cariotipicos obtidos, no presente trabalho e em literatura, ainda nao permitiram
apoiar conclusivamente qualquer das propostas taxondmicas vigentes para
Vernonia, devido a inexisténcia de um padrao cariotipico caracteristico/distintivo
para cada grupo taxonémico, ou seja, secdes e subsecoes (sensu BAKER 1873) ou
novos géneros (sensu ROBINSON 1999a). No entanto, até o momento, parece
existir, uma ténue relacdo com a conceituacdo de ROBINSON (1999a) para os

géneros Lessingianthus, Vernonanthura, e Chrysolaena.



Il. ABSTRACT



We studied, from the mitotic analyses (Giemsa technique), 14 species of
Vernonia sensu BAKER (Asteraceae, Vernonieae), belonging to Lepidaploa
section, purposing to assistant the proposal of its separate in little genus (sensu
ROBINSON) or maintenance of its complete (sensu BAKER). We colleted species
in “cerrado” and “campo rupestre” areas, in Sdo Paulo, Minas Gerais and Goias
states. Chromosome numbers (2n=20 to ca.80) and karyotypes are analyzed,
with predominance of metacentric and some submetacentric chromosomes. We
observed B chromosomes in a population of V. geminata analyzed.
Chromosomes size varied 0,9 to 4,9um, total size of chromatin 29,7 to 50,7 um
and, asymmetry index TF% 41,2 to 46,9. The intrachromosomal asymmetry
index (A4) varied 0,13 to 0,29 and, the interchromosomal asymmetry index (A>)
varied 0,14 to 0,21. The population 1 of V. geminata showed the most
asymmetric karyotype. Some differences of karyotypes are observed in V.
remotiflora and V. polyanthes populations. We applied banding in V. geminata
neither C, NOR, CCD and in situ hybridization technique for 45S rDNA
sequences. It showed two pairs of bands C, it are two terminal bands and two
centromeric; one pair of CMA* terminal bands; two neither pairs of NOR band,
its are two terminal and Two centromeric. The in situ hybridization showed two
pairs of rDNA 45S sites, two terminal and two centromeric bands. There are
coincidence of localization among C, CMA, NOR bands and rDNA 45S sites.
We can not compare the results of the banding and in situ hybridization sites
with others Vernonia species, because there are not datas for the genus in
literature. The karyotype datas obtained here do not permitted support
conclusively the taxonomic proposes to Vernonia, because the inexistence of a

characteristic/distinctive karyotype pattern for each taxonomic group, ou seja,



sections and subsections (sensu BAKER 1873) or new genus (sensu ROBINSON
1999a). Além disso, the representative of the samples is little. However, while,
look exist, a little relationship between the chromosomes number obtained here
and in the literature with RoObINSON's propose (1999a) for the genus

Lessingianthus, Vernonanthura e Chrysolaena.



lll. INTRODUCAO GERAL

CARACTERIZAGAO GERAL DA FAMILIA

A familia Asteraceae (Compositae), com aproximadamente 1.535 géneros e
23.000 espécies, € a mais numerosa de todas Eudicoliledéneas, representando
cerca de 10% da flora mundial (BREMER 1994, 1996; JuDD et al. 1999). Estima-se
que, nos neotropicos existam aproximadamente 580 géneros e 8.040 espécies
(PRUSKI & SANCHO 2004). De acordo com BARROSO (1986), no Brasil existem,
aproximadamente, 196 géneros e 1.900 espécies. Os representantes da familia
ocorrem no mundo todo e em quase todos os tipos de ambiente, principalmente
nos trépicos e, apenas alguns em regides muito frias ou subarticas, como por
exemplo espécies dos géneros, Arnica L., Antenaria Gaerth. e Petasites Mill.
(LAWRENCE 1951, CRONQUIST 1981).

Pela sua diversidade e por apresentar géneros com grande numero de
espécies como, por exemplo, Aster L., Senecio L., Eupatorium L. e Vernonia
Schreb., a filogenia, conceituacao e delimitacdo das subfamilias e tribos, além da
real circunscricdo dos inumeros géneros, tém gerado muitos posicionamentos
taxonémicos diferentes (BREMER 1994, ROBINSON 1999A, PANERO & FUNK 2002).

Segundo KING et al. (1995), Cassini pode ser considerado o primeiro autor
que propds uma classificacdo para a familia, principalmente devido as suas
contribuicdes sobre as Compositae, em um total de 65 trabalhos e revisbes
publicadas entre 1812 e 1821 no “Bulletim des Sciences par la Societé

Philomatique” de Paris. Ele passou muito tempo examinando exemplares da



mesma, descrevendo numerosos géneros e muitas das tribos reconhecidas

atualmente.

Dentre estes trabalhos, CASSINI (1817) publicou um diagrama mostrando as
inter-relacoées das 19 tribos reconhecidas, propds duas novas tribos e reduziu uma
por sinonimizacdo como sinénimo, ficando o seu sistema com 20 tribos (BREMER

1994, KING & DAWSON 1975, KING et al. 1995).

LESSING (1832) reconheceu apenas sete tribos, algumas das quais sao
muito amplas e artificiais. Por sua vez, DE CANDOLLE (1836) adotou um esquema
similar ao de LESSING (1832), reorganizando a familia em 13 tribos dispostas em
duas subfamilias, Liguliflorae contendo a tribo Cichorieae, e Tubuliflorae contendo

todas as outras tribos.

BENTHAM (1873a) desenvolveu um esquema muito similar ao de CASSINI
(1817), considerando 13 tribos e alterando a circunscrigao de algumas destas. O
autor adotou para os representantes da tribo Vernonieae, caracteristicas como
inflorescéncias discoides, de cores azul, branco, rosa e vermelho, semelhantes a
tribo Eupatorieae que, de certa forma, possui essas mesmas caracteristicas e,
colocando ambas no mesmo grupo. Muitos anos apo6s, WAGENITZ (1976),
classificou corretamente as duas tribos em grupos distintos, baseando-se
principalmente em caracteres das regides estigmaticas do estilete, sendo as suas

semelhancgas apenas aparente.

HOFFMANN (1890) essencialmente repetiu a classificacdo de BENTHAM
(1873a, 1873b), com pequenas alteragdes, sendo sua classificagdo usada como

referéncia geral por mais de 100 anos.



Segundo BREMER (1987, 1994), em 1967, Poljakov caracterizou as
subfamilias Asteroideae e Chichoriadeae com base na superficie estigmatica,
apéndices das anteras e lobos da corola. ROBINSON & BRETTELL (1973),
concordaram e reconheceram esses dois grupos, com base nas mesmas

caracteristicas.

CARLQUIST (1976), em sua discussao sobre as inter-relacdes de Asteraceae,
utilizando caracteristicas morfolégicas, anatdmicas e nimero de cromossomos,
concluiu que existiam dois grupos principais, com as tribos distribuidas naquelas
duas subfamilias. Nas Cichorioideae, considerou as tribos Mutisieae, Vernonieae,
Cardueae, Arctoteae, Cichorieae e Eupatorieae, e nas Asteroideae, englobou as
tribos Heliantheae, Astereae, Inuleae, Anthemideae, Senecioneae e Calenduleae.
No entanto, WAGENITZ (1976) discordou em parte de CARLQuUIST (1976), por
considerar a tribo Eupatorieae entre as Asteroideae, com base nas caracteristicas

acima mencionadas.

HEYwOOD et al. (1977) adotaram como base para revisdo das tribos, as,
classificagbes de BENTHAM (1873) e de HOFFMANN (1890), onde algumas
alteracdes foram sugeridas. No entanto, segundo BREMER (1994), a nova
circunscricdo sugerida para tribo Helenieae é muito diferente das de BENTHAM

(1873) e de HOFFMANN (1890).

CRONQUIST (1977) concluiu que a tribo Heliantheae seria a ancestral em
relacdo as demais tribos, observando que caracteristicas primitivas estavam
presentes em varios de seus membros. Nos Ultimos anos, estudos sobre

morfologia, anatomia, ontogenia, citogenética, ecologia, fitoquimica e estrutura



macromolecular (HEYwooD etf. al 1977; HIND & BEENTJE 1996) tém possibilitado
uma melhor compreensao taxonémica da familia como um todo, permitindo a
realizagdo de diversas revisdes de tribos, tais como Anthemideae (BREMER &
HUMPHRIES 1993), Astereae (NESOM 1994), Eupatorieae (KING & ROBINSON 1987),
Heliantheae sensu lato (ROBINSON 1981), Inuleae sensu lato (ANDERBERG 1989,
1991a, 1991b, 1991c, 1996), Liabeae (ROBINSON 1983), Mutisieae (HANSEN 1991)
e Senecioneae (NORDENSTAM 1978; JEFFREY 1992).

Os estudos nas tribos, mencionados acima, também forneceram evidéncias
para o reconhecimento das subfamilias. JEFFREY (1978) e WAGENITZ (1976),
apoiando-se em trabalhos de anatomia, quimica, palinologia € micromorfologia,
dividiram as Asteraceae em duas subfamilias, Cichoroideae e Asteroideae, como
CARLQUIST (1976), mas de forma diferente, totalizando 17 tribos. Também levaram
a aceitacdo da subfamilia Carduoideae, descrita por KITAMURA (1937) e
reconhecida por BREMER (1996), e da nova subfamilia Barnadesioideae (BREMER &
JANSEN 1992; BREMER et al. 1992). BREMER (1996) apresentou uma classificagao
com os principais clados da familia Asteraceae, reconhecendo assim quatro
subfamilias: Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae e Asteroideae, e
resolvendo alguns problemas relativos ao posicionamento das tribos nestas
subfamilias. Em recente estudo, baseado na comparacao de dados de seqiiéncia
de DNA de cloroplasto, PANERO & FUNK (2002) criaram uma nova classificacao,
reconhecendo as quatro subfamilias citadas em BREMER (1996) e propondo mais
cinco novas subfamilias: Corymbioideae, Gochnatioideae, Gymnarrhenoideae,

Hecastocleoideae e Pertyoideae.



BREMER (1987) realizou uma analise cladistica para esclarecer as relagoes
entre as tribos da familia. Os resultados indicaram que existe uma dicotomia
basal, sendo que a subtribo Barnadesiinae da tribo Mutisieae € o grupo irmao de

todas as demais tribos da familia, que formam um grupo monofilético.

JANSEN & PALMER (1987) relataram que a organizagao da estrutura do DNA
do cloroplasto de todas as Asteraceae € similar, sustentando que a subtribo
Barnadesiinae da tribo Mutisieae esté relacionada com o resto das Asteraceae.
Esta relagdo também recebeu apoio com base na anadlise cladistica de dados
primariamente morfolégicos (BREMER 1987). Em 1992, BREMER & JANSEN elevaram
as Barnadesiinae para o nivel de subfamilia, Barnadesioideae. Segundo BREMER
(1994), a ocorréncia de muitas Asteraceae filogeneticamente consideradas basais
na América do Sul, como os representantes da subfamilia Barnadesioideae,
sugere que a familia tenha se originado neste continente. As subfamilias
Barnadesioideae e Asteroideae sao consideradas monofiléticas, enquanto que

Cichorioideae é considerada parafilética (BREMER 1994, JEFFREY 1995).



CARACTERIZAGCAO GERAL DA TRIBO VERNONIEAE E GENERO VERNONIA

Estabelecida por CAssINI (1817) e revista globalmente por LESSING (1829,
1831a, 1931b), DE CANDOLLE (1836), BENTHAM (18732, b) e HOFFMANN (1890), a
tribo Vernonieae €, provavelmente, uma das mais conhecidas. E diferenciada das
outras Asteraceae pelo seu capitulo homégomo, de flores hermafroditas, corolas
somente tubulosas e os ramos do estilete longos e agudos (BREMER 1994). Possui
distribuicdo pantropical, apresentando, muitas vezes, espécies com um
pronunciado endemismo para uma dada localidade (JONES 1977; BARROSO 1986;
SEMIR 1991; BREMER 1994). No Brasil, a tribo Vernonieae (sensu BENTHAM) foi
revista por BAKER (1873), compreendendo cerca de 40 géneros e 450 espécies.
Segundo BREMER (1994), apesar de ser considerada monofilética e bem
estabelecida, as classificacdes propostas para esta tribo ndo definem claramente
os limites genéricos; ha duvidas e posicoes conflitantes quanto ao numero de
géneros e de suas respectivas espécies. BENTHAM (1873b) e HOFFMAN (1894)
reconheceram duas subtribos para a tribo Venonieae: Vernoninae e
Lychnophoreae. No entanto, segundo JONES (1977), essa classificacdo foi
baseada na presenca ou auséncia de agregacdo secundaria dos capitulos
(formando glomérulos), o que levanta varios problemas com essa classificagéo,

pelo fato destas caracteristicas serem gradativas entre alguns géneros.

BENTHAM (1873b) classificou os géneros na tribo Vernonieae com base,
principalmente, na variagdo do papus e em algumas caracteristicas da
inflorescéncia, citando o género Vernonia como o mais representativo. Esta

classificacdo foi aceita quase sem mudancas por HOFFMAN (1894), que nao



concordou apenas com a inclusao do género Gorceixia Baker e a transferéncia de
Gongrothammus Steetz ex Peters para o género Vernonia. Em uma revisao
bibliografica, JONES (1977) relacionou cerca de 70 géneros e 1.456 espécies na
tribo Vernonieae, com base na morfologia de pdlen, nimero cromossémico e
presenca de terpendides, sendo que apenas o0 género Vernonia Schreb.

contribuiria com cerca de 1.000 espécies.

A divisdo em apenas duas subtribos, propostas por BENTHAM (1873b) e
HOFFMAN (1894), ndo foi aceita por ROBINSON (1996a, 1999a). ROBINSON (1999a)
publicou sua classificagdo para os representantes americanos desse taxon, onde
distribuiu os géneros em 10 subtribos: Leiboldiinae H. Rob., Vernoniinae Less.,
Piptocarphinae H. Rob., Chrestinae H. Rob., Centratherinae H. Rob.,
Lychnophorinae Benth., Sipolisiinae H. Rob., Elephantopodinae Less., Rolandrinae
Less. e Trichospirinae Less. Logo a seguir, ROBINSON (1999b) propbs mais duas

novas subtribos: Stokesiinae e Pacouruninae.

De acordo com DEMATTEIS & FERNANDEzZ (1998) do ponto de vista
sistematico, Vernonia é um dos géneros mais complexos da familia Asteraceae.
Esta complexidade é gerada principalmente pela extrema diversidade de formas
biolégicas que o género exibe (STUTTS 1988), desde pequenas ervas rosuladas
escaposas até grandes arvores. Muitos autores ja tentaram esclarecer a
taxonomia do género (CABRERA 1944; JONES 1979a, 1979b, 1981, 1982; STUTTS
1981, 1988; ROBINSON 1987a, 1987b, 1987c, 1988a, 1988b, 1988¢, 1990a, 1990b,
1992a, 1992b, 1993a, 1993b, 1994, 1999a), porém, até o presente, seus

resultados sao contraditérios.



A maioria das espécies de Vernonia sul-americanas pertence a secao
Lepidaploa (Cass.) DC. (BENTHAM 1873b; BAKER 1873). Na América do Sul
também ocorrem as sec¢des Eremosis, Critoniopsis (JONES 1973), Leiboldia (JONES
1979), Trianthara e Stenocephalum, de acordo com BAKER (1873). A maioria das
espécies pertencentes a subsecdo Leiboldia sao brasileiras (JONES 1979a). Em
recente classificacdo, ROBINSON (1987, 1988a, 1988b, 1990, 1999a) segregou
algumas espécies de Vernonieae do Novo Mundo, pertencentes a algumas
secdes, como por exemplo, Leiboldia, Critoniopsis, e principalmente, Lepidaploa,
em novos géneros, restringindo o género Vernonia apenas aos representantes
localizados na América do Norte, baseado em algumas caracteristicas
morfolégicas, como nimero cromossémico e tipo de pdlen. Assim, as espécies de
Vernonia da América do Sul e, principalmente brasileiras, foram segregadas nos
géneros: Echinocoryne, Cyrtocymura, Eirmocephala, Lessingianthus, Chrysolaena,
Cuatrecasacanthus, Joseanthus, Acilepidopsis, Mesanthophora, Vernonanthura,
Minasia, Dasyandantha, Dasyanthina, Quechualia, Cololobus, Pseudopiptocarpha,
Lepidaploa, Critoniopsis, Stenocephalum, Hololepis, Mattfeldonthus e Trepadonia.
Destes géneros, estas transferéncias, excluindo Hololepis DC e Minasia H. Rob,
nao foram aceitas por outros autores. De acordo com HIND (1993), a elevacao da
secao Lepidaploa e de suas subsecdes para o nivel genérico é considerada
prematura e essa mudanca nao resolve os problemas taxonémicos do género
Vernonia. Segundo KEELEY & TURNER (1990) e ROBINSON (1999a), certamente as
posi¢coes taxondmicas de algumas espécies de Vernonieae ainda sdo duvidosas e,
para resolver esse problema taxonémico, sd0o necessarias informacdes de areas

importantes, como a citogenética, quimica e variacao morfolégica.



OS ESTUDOS CROMOSSOMICOS EM VERNONIA

Citologicamente, o género Vernonia sensu Baker tem sido pouco estudado.
Menos de 20% de suas espécies tiveram seu numero cromossdmico investigado,
0 que é incipiente, devido ao grande numero de taxons que este apresenta; cerca
de 1.000 espécies, de acordo com JONES (1977). Os numeros cromossdmicos
variam entre 2n=18 a 2n=160 (DARLINGTON & WYLIE 1955; BOLKHOVISKIKH et al.
1969; MOORE 1973, 1974, 1977; GOLDBLATT 1981, 1984, 1985, 1988; GOLDBLATT &
JOHNSON 1990, 1991, 1996, 1998). De acordo com DEMATTEIS (2002), ha diversos
relatos de contagens cromossémicas para espécies de Vernonia sect. Lepidaploa
(género Vernonia), mencionando para a subsect. Oligocephalae x=10, para

Macrocephalae x=16 e para Axilliflorae e Paniculatae x=17.

Até o momento, apenas cerca de 60 espécies de Vernonia tiveram seu
cariétipo analisado com técnicas convencionais (Gill, 1978; MATHEW & MATHEW
1982; RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1996, 1997, 1998 e DEMATTEIS & FERNANDEZ

1998, 2000).

MATHEW & MATHEW (1982), RuAs et al. (1991), DEMATTEIS (1996, 1998,
2000) e DEMATTEIS & FERNANDEZ (1998, 2000) relataram que em Vernonia, apesar
de relativamente pequenos, os cromossomos apresentam diferencas de tamanho
e morfologia. O tamanho cromossdmico pode variar de 0,97 um, em V. saltensis
(DEMATTEIS 1998) a 4,3um, em V. nudiflora (DEMATTEIS & FERNANDEZ 1998). De
acordo com DEMATTEIS (1998), 0s cromossomos, em sua maioria, Sao
metacéntricos e submetacéntricos, no entanto, em quatro espécies, também

existem subtelocéntricos, normalmente os menores cromossomos do cariétipo. A



assimetria cariotipica é pouco variavel entre as espécies do género, sugerindo que
a diversificacdo deste foi acompanhada por pequenas alteragdes na constituicao
cariotipica das espécies (DEMATTEIS 1996, 1998; DEMATTEIS & FERNANDEZ 1998,
2000). Segundo MATHEW & MATHEW (1982), RUAS et al. (1991) e DEMATTEIS &
FERNANDEZ (1998), algumas espécies sul-indianas, brasileiras e argentinas
apresentam assimetria cariotipica moderada, sendo os cariétipos com numero

basico x=9 mais assimétricos (MATHEW & MATHEW 1982).

Em Vernonia, a cariotipagem com técnicas de coloracdo convencionais,
como por exemplo, a de Giemsa (GUERRA 1983), ndo discrimina muito bem as
espécies ja estudadas (RuAs et al. 1991; DEMATTEIS 1996, 1998; DEMATTEIS &
FERNANDEZ 1998, 2000), devido a pequena variacao de tamanho cromossémico e
de posicao centromérica. Até o momento, informacdes cariotipicas obtidas por
técnicas que promovem a diferenciacédo linear dos cromossomos (bandamento e

hibridacao in situ) sao inexistentes para espécies do género Vernonia.

O numero cromossémico mais comum para Asteraceae é n=9, sugerindo
que este seja 0 numero basico para a familia (SOLBRIG 1977). Segundo SOLBRIG
(1977), espécies com n=9 nao sao efetivamente distribuidas através das varias
tribos e subtribos, e espécies com outros numeros também formam grupos modais

nas tribos.

As contagens cromossdmicas realizadas para as espécies paleotropicais de
Vernonia do Velho Mundo correspondem a x=9 ou x=10, tendo sido encontrados
poucos polipléides, enquanto que para as espécies do Novo Mundo sao citados os

nameros basicos x=10, x=14, x=15, x=16, x=17, x=19 e x=31 (TURNER 1981; RUAS
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et al. 1991; DEMATTEIS 1998). No entanto, o niUmero cromossdmico ancestral em
Vernonieae é considerado como x=9 e x=10, como aqueles encontrados nas
espécies da Africa e Sudeste Asiatico. Uma sugestdo sobre a origem do niimero
basico das Vernonieae neotropicais foi proposta por JONES (1979), na qual é
sugerida que o numero basico x=17 foi derivado a partir de x=10, que sofreu
duplicacdo para x=20, seguida de reducao aneupldide para 17, ou ainda, por

origem anfidipléide de x=9+10, seguida de redugéo.
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IV. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho foi o estudo cariotipico de algumas espécies
do género Vernonia, ampliando o conhecimento da flora brasileira do ponto de
vista cromossémico.

De forma mais especifica, pretendeu-se subsidiar a andlise citotaxonémica
do género Vernonia contribuindo para a discussao sobre a integridade do mesmo
(sensu Baker) ou sobre o seu desmembramento em géneros menores (sensu
Robinson). Caracteres cariotipicos, obtidos com técnicas de coloracao
convencional, de bandamento e de hibridacdo de DNA in situ, foram confrontados
ao posicionamento taxonémico das respectivas espécies, seja nas categorias
infragenéricas (sensu Baker) ou nos correspondentes géneros propostos a partir

do desmembramento de Vernonia (sensu Robinson).
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V. ORGANIZAGCAO GERAL DA TESE

Para facilitar o entendimento, esta tese encontra-se dividida em trés
capitulos. No primeiro, foram apresentados numeros cromossémicos e cariotipos,
e feita uma abordagem citotaxondmica para sete espécies de Vernonia,
pertencentes a secdo Lepidaploa, subsecao Axilliflorae, enquanto no segundo
foram abordadas outras sete espécies pertencentes a quatro subsecoes,
totalizando o estudo de 14 espécies (Tabela |), algumas dessas ilustradas na
Figura 1. No terceiro capitulo foi feita uma caracterizacdo longitudinal de
cromossomos da espécie Vernonia geminata, com alguns tipos de bandamento
(C, CMA/DA/DAPI e NOR) e hibridacao in situ de rDNAr45S. Cada capitulo segue

os padrdes de formatagcéo para submissao de periddicos, ainda indefinidos.
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Tabela | — Espécies de Vernonia analisadas no presente trabalho, distribuidas nas

respectivas subsec¢des, de acordo com BAKER (1873).

SUBSECAO ESPECIE

V. adamantium Gardn.

V. chamissonis Less.

V. cotoneaster (Willd. ex Sprengel) Less.
Axilliflorae Benth. V. fruticulosa Mart. ex DC.

V. geminata HBK

V. remotiflora LE Rich.

V. riedelli Sch. Bip. ex Baker

V. buddleiaefolia Mart. ex DC.
Macrocephalae Benth. V. onoporoides Baker
V. tomentella Mart. ex DC.

Oligocephalae Benth. V. simplex Less.
V. polyanthes Less.
Paniculatae Benth. V. shwenkiaefolia Mart. in DC.
Scorpioideae Benth. V. tweediana Baker

14



Figura 1 — Espécies de Vernonia pertencentes a secao Lepidaploa sensu BAKER
(1873). Vernonia polyanthes Less. (subseg¢ao Scorpioideae Benth.), A — Detalhes
da inflorescéncia e B — Habito da planta. Vernonia geminata HBK (subsecao

Axilliflorae Benth.), C — Detalhes da inflorescéncia e D — Habito da planta.
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Resumo

Foram estudadas, através da analise mitética (técnica de Giemsa), 10 populacoes,
correspondentes a sete espécies do género Vernonia sensu Baker (Asteraceae,
Vernonieae), pertencentes a se¢do Lepidaploa, subsecao Axilliflorae, objetivando
subsidiar as propostas de seu desmembramento em géneros menores (sensu
Robinson) ou da manutencdo de sua integridade (sensu Baker). As espécies
foram coletadas em &reas de cerrado e campo rupestre, nos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Goids. Foram realizadas contagens cromossémicas, que
variaram de 2n=20 a 2n=40 e, elaborados caribtipos, verificando-se predominio de
cromossomos metacéntricos, e alguns submetacéntricos. Foram observados
cromossomos B em uma das populagdes de V. geminata analisadas. O tamanho
dos cromossomos variou de 0,9 a 4,6um, o tamanho total de cromatina (CTC) de
29,7 a 45,0um e, o indice de assimetria TF% de 41,2 a 46,9. O indice de
assimetria intracromossémica (A1) variou de 0,13 a 0,29, enquanto o indice de
assimetria intercromossémica (A2) de 0,14 a 0,21. O diagrama de disperséao
mostrou que a espécie V. geminata pop. 1 foi a que apresentou cariétipo mais
assimétrico. Os resultados obtidos até o momento ainda ndo possibilitam a
discussao citotaxonémica do grupo de forma conclusiva, devido a impossibilidade
de associar qualquer agrupamento infagenérico (se¢do/subsecao) a determinados

caracteres cariotipicos e a grande quantidade de espécies ainda ndo analisadas.
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Introducao

O género Vernonia Schreb. pertence a familia Asteraceae, tribo Vernonieae
e compreende espécies arbustivas, arbdreas, herbaceas perenes e anuais,
distribuidas nas regides tropicais da Asia, Africa e América (JONES, 1977). Na
América do Sul existem cerca de 350-400 espécies, com maior ocorréncia no
sudeste do Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Bolivia (DEMATTEIS & FERNANDEZ,
2000).

O género Vernonia, do ponto de vista sistematico, € um dos géneros mais
complexos da familia Asteraceae (DEMATTEIS & FERNANDEz 1998). Esta
complexidade é gerada principalmente pela extrema diversidade de formas
biolégicas que o género exibe (STUTTS 1988), desde pequenas ervas rosuladas
escaposas até grandes arvores. Muitos autores ja tentaram esclarecer a
taxonomia do género (CABRERA 1944; JONES 1979a, 1981, 1982; StuTTS 1981,
1988; ROBINSON 1987a, 1987b, 1987c, 1988a, 1988b, 1988c, 1990a, 1990b,
1992a, 1992b, 1993a, 1993b, 1994, 1996, 1999a, 1999b), porém, até o presente,
seus resultados s&o contraditérios.

Citologicamente, o género Vernonia sensu Baker ndo tem sido muito
estudado. Menos de 20% de suas espécies tiveram seu numero cromossGmico
investigado. Os numeros cromossOmicos variam entre 2n=18 a 2n=160
(DARLINGTON & WYLIE 1955; BOLKHOVISKIKH et al. 1969; MOORE 1973, 1974, 1977;
GoOLDBLATT 1981, 1984, 1985, 1988; GOLDBLATT & JOHNSON 1990, 1991, 1996,

1998).
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A maioria das espécies de Vernonia sulamericanas pertence a secao
Lepidaploa (Cass.) DC. (BENTHAM 1873b; BAKER 1873a, 1973b). Na América do
sul também ocorrem as subsecdes Eremosis, Critoniopsis (JONES 1973), Leiboldia
(JONES 1979b), Hololepis, Trianthara e Stenocephalum (BAKER 1873).

A maioria das espécies pertencentes a subsecédo Leiboldia s&o brasileiras
(JONES 1979a). Em recente classificagdo, ROBINSON (1987a, 1987b, 1988a, 1990a,
1990b, 1990c, 1999a, 1999b) segregou algumas espécies de Vernonieae do Novo
Mundo em novos géneros, restringindo o género Vernonia apenas a América do
Norte, com base em algumas caracteristicas morfoldgicas, nimero cromossémico
e tipo de podlen. Assim, as espécies da América do Sul e principalmente brasileiras
de Vernonia passaram a compor outros géneros, como Echinocoryne,
Cyrtocymura, Eirmocephala, Lessingianthus, Chrysolaena, Cuatrecasacanthus,
Joseanthus, Acilepidopsis, Mesanthophora, Vernonanthura, Minasia,
Dasyandantha, Dasyanthina, Quechualia, Cololobus, Pseudopiptocarpha,
Lepidaploa, Critoniopsis, Stenocephalum, Hololepis, Mattfeldonthus e Trepadonia.
As transferéncias de espécies para estes géneros, excluindo Hololepis DC e
Minasia H. Rob, ndo foram aceitas por outros autores. De acordo com HIND
(1993), a elevacdo da secao Lepidaploa e de suas subsegdes para o nivel
genérico é considerada prematura e essa mudanca nao resolve os problemas
taxondmicos do género Vernonia. Segundo KEELEY & TURNER (1990) e ROBINSON
(1999a), certamente as posicdes taxonbmicas de algumas espécies de
Vernonieae ainda sao duvidosas e, para resolver esse problema taxonémico, sao
necessarias informacdes de areas importantes, como a citologia, quimica e

variagao morfoldgica.
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A secéao Lepidaploa sensu BAKER (1873) € subdividida em seis subsecoes:
Axilliflorae,  Glomeratae, Macrocephalae, Oligocephalae, Paniculatae e
Scorpioideae (BAKER 1873). A subsecao Axilliflorae é caracterizada por apresentar

inflorescéncias do tipo cimosa-seriada (DEMATTEIS 2002).

A subsecédo Axilliflorae sensu Baker € a que mais possui espécies de
Vernonia neotropicais, compreendendo mais de 110 espécies distribuidas do
México até o nordeste da Argentina (ROBINSON 1990a, 1990b, 1990c). Entretanto,
dispde de poucos registros de nimeros cromossOmicos para espécies dessa
subsecao, com variagao de 2n=28 em V. remotiflora (DEMATTEIS 2002) até 2n=120
em V. trinitatis (KEELEY 1978). ROBINSON (1987a, 1987b, 1988a, 1990a, 1990b,
1990c, 1999a, 1999b) transferiu suas espécies para outros géneros, como
Lepidapla e Lessingianthus. As contagens feitas para esse grupo (KEELEY 1978;
JONES 1979b, DEMATTEIS 1998, 2002) indicam quatro numeros basicos diferentes.
O numero mais frequiente € x = 16, mas também ocorrem espécies com x = 14, 15
e 17. Esses numeros basicos encaixam-se nas citacdes apresentadas para
vernonia do Novo Mundo, ou seja, x=10, x=14, x=15, x=16, x=17, x=19 e x=31

(TURNER 1981; RuAs et al. 1991; DEMATTEIS 1998).

Em algumas espécies, além dos cromossomos que compdem o cariétipo
normal, aparecem cromossomos extras, chamados cromossomos B. Estes
geralmente sao heterocromaticos (GUERRA 1988), menores que 0S Cromossomos
A (JONES 1995), e podem estar presentes ou ausentes em individuos da mesma
populagdo (JONES 2003). O numero de cromossomos B por individuo pode ser

muito variavel, inclusive entre suas células (GUERRA 1988); isso ja foi relatado em
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espécies de Vernonia (JONES 1979a, GALIANO & HUNzIKER 1987, DEMATTEIS 1997,
1998) e de outras Asteraceae, como Mikania (MAFFEi et al. 1999, RUAS et al.
2000), Crepis capillaris (WHITEHOUSE et al. 1981) e Calycademia panciflora (CARR
& CARR 1982). Geralmente o comportamento meibtico dos cromossomos B é
irregular, com formacao de univalentes, migragédo preferencial para um dos pdlos

ou, retardo anafasico (GUERRA 1988, JONES 1995).

Neste trabalho, objetivou-se o estudo citotaxondmico da subsecéao
Axiliflorae, da secado Lepidaploa, do género Vernonia, procurando subsidiar a
discussao sobre a manutencado das espécies neste taxon (sensu Baker) ou sobre
a sua transferéncia para alguns dos 22 géneros menores (sensu Robinson 1987,
1988a, 1988b, 1990, 1999a). Foram determinados os numeros cromossémicos e
elaborados cari6tipos com técnicas convencionais, possibilitando a andlise da
relagdo entre os caracteres cromossémicos e o posicionamento taxondémico de

suas espécies.
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Material e Métodos

Foram analisadas nove populacdes, correspondentes a sete espécies de
Vernonia, da subsecdo Axilliflorae, ocorrentes em &reas de cerrado e campo
rupestre. No estado de Sao Paulo, as coletas foram feitas nos municipios de
Assis, ltirapina, Santa Cruz do Rio Pardo, Analandia e Campinas (Tabela I).
Foram coletados e herborizados ramos florais e vegetativos, seguindo as técnicas
usuais. Materiais testemunhos de todas as espécies foram depositados no
Herbario UEC (Departamento de Botanica, IB, Universidade Estadual de
Campinas). As espécies foram identificadas de acordo com BENTHAM (1873) e
BAKER (1873).

Para a realizacdo dos estudos cromossémicos (numero e morfologia) em
mitose, pontas de raizes recém-germinadas foram coletadas e submetidas a pré-
tratamento com 8 — hidroxiquinoleina (8Hq) — solu¢ao 0,002M, por 5 horas, a 14-
15°C. Em seguida, as raizes foram fixadas em solucdo Farmer (etanol: acido
aceético/ 3:1) por 24 horas, transferidas para alcool 70% e estocadas em freezer.
As preparacgdes citoldgicas foram obtidas pela técnica convencional de Giemsa
(GUERRA 1983). As contagens cromossémicas foram realizadas, em média, em 20
células por espécie/populacao.

Na elaboracdo dos caridtipo, as células foram desenhadas com auxilio de
camara clara; os cromossomos desenhados foram medidos com a ajuda de um
paquimetro digital, fazendo-se a devida comparagdo com uma escala
micrométrica ampliada na mesma proporcao. Os cromossomos foram medidos,

em média, em 10 células de cada espécie/populacdao, sendo utilizada como
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padrdo a média da medida de cada par, incluindo tamanho do cromossomo,
posicdo centromérica e de constricdes secundarias. A nomenclatura para a
morfologia cromossdmica adotada neste trabalho foi a de GUERRA (1986).

Para a caracterizagao do cariétipo foram também calculadas medidas como
o CTC (comprimento total de cromatina) e o IC (indice centromérico), de acordo
com GUERRA (1988), além do indice TF% (indice de assimetria, HUZIWARA 1962).
Os indices de assimetria cariotipica intracromossémico (A1) e intercromossémico
(A2) foram calculados segundo ZARCO (1986).

Para a confeccdo de ideogramas, optou-se pelo arranjo dos cromossomos
pela forma e ndo pelo tamanho, seguindo os estudos anteriores de DEMATTEIS
(1998) e DEMATTEIS & FERNANDEZ (1998), em que foram apresentados cariétipos
de espécies da tribo Vernonieae. Foi verificado que a visualizagdo das diferengas
cromossémicas torna-se mais evidente com este tipo de arranjo dos cromossomos
no ideograma (DEMATTEIS 1998).

A analise das laminas foi feita através de observacdo em microscopio
optico. Células em condicdes adequadas de espalhamento e condensacao

cromossdmica foram fotografadas, utilizando filmes Agfa Pan ISO 25.
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Resultados

Cinco numeros cromossémicos diferentes foram encontrados para as sete
espécies de Vernonia, da subsecao Axilliflorae, 2n=20, 2n=30, 2n=32, 2n=36 e
2n=40 (Tabela Il, Figuras 3 e 4). Em V. geminata pop.2, além dos 20
cromossomos do cariétipo normal, observaram-se estruturas pequenas e
arredondadas, interpretadas como sendo cromossomos B, que variaram (0 a 6)

entre diferentes células de um mesmo individuo (Figura 4).

As férmulas cariotipicas e o0s ideogramas apresentados para V.
adamantium, V. geminata, V. fruticulosa, V. riedelli V. chamissonis, V.
cotoneaster, e outras duas populacbes de V. remotiflora (Tabela Ill, Figura 1)
revelam algumas diferencas entre as espécies. Todas as espécies apresentaram
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, com excecao de V. cotoneaster
que apresentou apenas cromossomos metacéntricos. No entanto, os

cromossomos de Vernonia sdo, em sua maioria, metacéntricos.

O tamanho cromossémico variou de 0,9 a 4,6um (Tabela IlI). O comprimento
total de cromatina variou de 29,7 a 45,0um e a simetria cariotipica TF% de 41,2 a
46,9 (Tabela Il). O indice de assimetria intracromossémico A variou de 0,13 a
0,29 e, o indice de assimetria intercromossdmica A, variou de 0,14 a 0,21 (Tabela
II). O diagrama de dispersdo mostrou que a espécie V. geminata pop. 1 é a que

possui cariotipo mais assimétrico (Figura 2).

Em V. geminata foram observadas algumas células com numero de

cromossomos duplicado, fenémeno chamado polissomatia (Figura 4G).
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Discussao

Nas diversas obras de referéncias bibliograficas referentes a contagens
cromossbmicas, como DARLINGTON & WYLIE (1955), BOLKHOVISKIKH et al. (1969),
MOoORE (1973, 1974, 1977), GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e GOLDBLATT &
JOHNSON (1990, 1991, 1996, 1998), constata-se que, no género Vernonia, 0s
nameros cromossdémicos variam entre 2n=18 a 2n=160, porém os mais freqlentes
sdo 2n=32 e 2n=34. Das espécies de Vernonia, pertencentes a subsecao
Axilliflorae, encontradas no Brasil, apenas oito tinham numero cromossémico ja
conhecido: V. aurea (n=17, JONEs 1982; 2n=32, DEMATTEIS 2002), V. chalybae
(2n=32, DEMATTEIS 2002), V. glabrata Less. (n=51, ca. 52; Jones 1979b), V.
cotoneaster (2n=30, DEMATTEIS 1998), V. polyphyla (2n=64, DEMATTEIS 2002), V.
trinitatis (2n=102, KEELEY 1978), V. sericea (n=17, KEELEY 1978) e V. remotiflora
(2n=28, DEMATTEIS 2002). No presente estudo, alguns numeros cromossGmicos
encontrados n&o coincidiram com citagdes anteriores. Obteve-se 2n=32 para V.
cotoneaster e para duas populagdes de V. remotiflora, enquanto, DEMATTEIS (1998,
2002) relatou 2n=30 para V. cotoneaster e 2n=28 para V. remotiflora,
respectivamente. Por outro lado, o numero cromossémico obtido para V.
fruticulosa (2n=32) no presente estudo, concorda com o obtido por DEMATTEIS
(1998) (n=16). As contagens cromossémicas para V. adamantium (2n=40), V.
geminata (2n=20 e 20+0-6Bs), V. riedelli (2n=36) e V. chamissonis (2n=30) sao
inéditas.

Segundo JONES (1979b) e RuAs et al. (1991), as Vernonieae do Novo

Mundo, em contraste com as do Velho Mundo, mostram grande diversidade de
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nameros cromossémicos e alta proporgcao de espécies polipldides. JONES (1979b)
propds x=17 como numero bdsico para espécies de Vernonia do Novo Mundo,
considerando o numero x=16 pouco frequiente ou duvidoso. Entretanto, de acordo
com outros relatos (RuAs et al. 1991; DEMATTEIS 1998; DEMATTEIS & FERNANDEZ
2000) e com o presente estudo, numeros cromossdmicos multiplos de 16 sao
relativamente freqlientes em espécies de Vernonia da América do Sul.

Para a subsecao Axilliflorae, KEELEY (1978), JONES (1979b) e DEMATTEIS
(1998, 2002) indicam quatro numeros basicos diferentes. O numero mais
freqUente é x = 16, mas também ocorrem espécies com x = 14, 15 e 17. A maioria
das espécies dessa subsecao € diploide (2n=28, 30, 32 e 34), enquanto V.
polyphylla é tetrapléide (2n=64) a partir de x=16. V. glabrata enquadra-se no grupo
de x=17, com relatos de individuos com diferentes niveis de ploidia (2n=2x=34,
3x=51 e 4x=ca.68). Apenas uma espécie hexaploide (a partir de x=17) foi relatada,
V. trinitatis (2n=102) (KEELEY 1978).

No presente trabalho, ndo foram encontrados polipldéides e a maioria das
contagens cromossdmicas concorda com 0s numeros basicos definidos para este
grupo, a excecao de V. adamantium (2n=40), V. geminata (2n=20, 20+0-6B) e V.
riedelli (2n=36). Todas as espécies, com dados cromossémicos disponiveis,
pertencentes a subsecao Axilliflorae, foram incluidas no género Lepidaploa
(RoBINSON 1999a), a excecao de duas, V. glabrata HBK (2n=51, ca.52, JONES
19798B) e V. polyphylla Sch. Bip. ex Baker (2n=64, RUAS et al. 1991; DEMATTEIS
2002), transferidas para o género Lessingianthus.

Observou-se variacdo cromossOmica intraespecifica numérica em V.

geminata, pela ocorréncia de até seis cromossomos B (2n=20+0-6B) em células
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de uma das duas populagdes estudadas (pop.2) (Figura 3). Esses cromossomos
extras ocorrem em varias espécies de plantas, incluindo Vernonia (JONES 1979a,
GALIANO & HUNzIKER 1987, DEMATTEIS 1997, 1998) e outras Asteraceae, como
Mikania (MAFFEi et al. 1999, RUAS et al. 2000), Crepis capillaris (WHITEHOUSE et al.
1981) e Calycademia panciflora (CARR & CARR 1982). Os cromossomos B sao
geralmente heterocromaticos, pequenos e em numero muito variavel por individuo
(GUERRA 1988). A confirmagao dos cromossomos B exige mais estudos, tendo em
vista que, espera-se que seu comportamento meidtico seja irregular: formacéao de
univalentes, migracao preferencial para um dos pdélos ou, retardo anafasico
(GUERRA 1988, JONES 1995). Entretanto, em milho, cromossomos B podem se
parear entre si, formando quiasmas, embora ndao sejam homodlogos com os
cromossomos do complemento normal (JONES & REES 1982). Por outro lado,
baseado em diversos estudos em diferentes grupos taxondmicos, CAMACHO et al.
(2000) apontaram que os cromossomos B podem ser derivados dos cromossomos

A ou de cromossomos sexuais.

A polissomatia cromossémica observada em V. geminata, isto €, células
tetraploides em meio as células dipléides normais, € um fendbmeno ja registrado
para um grande numero de espécies. Seus mecanismos e fatores responsaveis
ndao sdo bem conhecidos e, parecem estar freqlentemente associados com
hibridizacdo, poliploidia e tratamentos quimicos (RAO & NIRMALA 1985).
SCHEREIBER (1966) denominou o fen6meno da variagdo da ploidia durante a
histogénese da endoploidia, que pode ser caracterizado pela multiplicacdo

repetida dos genomas, sem que se realize a divisdo do nucleo e da célula.
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Moisacismos cromossémicos numeéricos originam-se de fendmenos citoldgicos
com reducdo somdtica, eliminacdo de cromossomos, duplicagcdo do conjunto
cromossémico, divisdo assincrénica dos centrébmeros, sendo registrada para um

grande numero de espécies (RAO & NIRMALA 1985).

No presente estudo, a analise dos cromossomos revela, como uma das
principais diferencas entre as espécies, a férmula cariotipica, incluindo numeros
cromossdmicos distintos e tamanho total de cromatina bastante diferentes; apenas
a forma dos cromossomos e o0 indice de assimetria foram relativamente
semelhantes (Tabela Il e Ill).

Segundo DEMATTEIS & FERNANDEZ (2000), para as espécies pertencentes a
subsecao Axillifloarae, a maior amplitude de tamanho cromossémico foi observada
em V. polyphylla (de 1.12um a 2.69um). Os resultados obtidos, no presente
trabalho, discordam de alguns apresentados por DEMATTEIS & FERNANDEZ (2000): a
amplitude de variacao do tamanho cromossdémico foi maior (0,9 a 4,6um). Apesar
disso, pode-se perceber, nos ideogramas (Figura 1) e nas fotomicrografias
(Figuras 2 e 3), que a amplitude de variacdo é bastante semelhante entre as
diferentes espécies, exceto V. geminata, que apresenta cromossomos maiores

que as demais (Figuras 1E, 2C e 3).

O tamanho total da cromatina (CTC) apresentou pequena amplitude de
variacdo entre as espécies estudadas (29,7 a 45,0um). V. adamantium foi a
espécie que apresentou maior CTC (45,0) por apresentar o maior numero
cromossémico (2n=40); no entanto, apesar de V. geminata pop.1 apresentar

apenas 2n=20 cromossomos, foi uma das espécies com maior CTC (32,0um),
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devido a seus cromossomos serem grandes (2,0 a 4,6um) em relacao as outras
espécies analisadas. A espécie que apresentou menor CTC foi V. fruticulosa
(29,7um), com 2n=32. Vale ressaltar que esta espécie foi a que apresentou os
cromossomos menores (1,0 a 2,5um).

Segundo RuAs et al. (1991), DEMATTEIS (1996, 1997) e DEMATTEIS &
FERNANDEZ (1998), espécies mais primitivas (x=10, x=17) possuem cromossomos
maiores (entre 1,9 e 2um), enquanto as mais derivadas (x=14, 15) seriam um
pouco menores (1,3 a 1,4um). Os resultados obtidos no presente estudo,
concordam, em parte, com os obtidos por DEMATTEIS & FERNANDEz (1998). A
espécie V. chamissonis (2n=30) foi a que apresentou menor tamanho
cromossémico (0,9 a 2,2um), enquanto que em V. geminata (2n=20, 20+0-6B)
observou-se o maior (2,0 a 4,6um). A espécie V. adamantium, com 2n=40,
também apresentou cromossomos relativamente grandes (1,5 a 3,3um). As
demais espécies, com 2n=32 (V. cotonester, V. fruticulosa e V. remotiflora) e
2n=36 (V. riedell) apresentaram amplitude de comprimento cromossémico
intermediaria, entre V. chamissonis e V. geminata.

Todas as espécies analisadas apresentaram cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, porém em diferentes propor¢des, a excecao de V. cotoneaster,
com apenas 16 pares metacéntricos (Tabela IlI). Os cromossomos
submetacéntricos foram os que apresentaram menor tamanho (C e/ou D), a
excegcdo de V. geminata (A e B) e V. adamantium (B) (Tabela Ill). Os
cromossomos, na maioria metacéntricos, concordam com os dados avaliados em

literatura para a tribo Vernonieae. Da mesma forma, 0s cromossomos
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submetacéntricos costumam ser os menores do caridtipo (RUAS et al. 1991;
DEMATTEIS 1996, 1998; DEMATTEIS & FERNANDEzZ 1998, 2000). DEMATTEIS &
FERNANDEZ (2000) estudaram trés espécies pertencentes a subsecéo Axiliflorae,
V. aurea, V. chalybae e V. polyphylla e, relataram cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos; porém, no presente trabalho, V. polyphylla, também apresentou
dois pares de cromossomos subtelocéntricos, além dos metacéntricos e
submetacéntricos.

RuUAs et al. (1991) sugeriram que a assimetria cariotipica em Vernonia é do
tipo moderado. No presente trabalho, os indices TF% foram parecidos com os
obtidos por RuAs et al (1991) e DEMATTEIS & FERNANDEZ (2000) para as espécies
pertencentes a subsecao Axilliflorae (V. chalybae, V. aurea e para V. polyphylla).
Devido a prevaléncia de pares metacéntricos e auséncia de grandes diferencas
entre 0s menores e 0s maiores cromossomos, os indices de assimetria em geral,
apresentaram baixos valores. Os valores de TF% variaram de 41,2 a 46,9, sendo
que o maximo possivel de simetria estaria representado por 50,0 (LOMBELLO &
FORNI-MARTINS 1998).

Com relagdo aos indices de assimetria intracromossémica (A{) e
intercromossomica (Az), que sao utilizados preferencialmente quando existem
semelhangas no tamanho e forma dos cromossomos, pode-se verificar uma
pequena diferenga entre os caridtipos das espécies analisadas (Tabela Il, Figura
2). Embora os indices de assimetria A1 sejam préximos (0,14 a 0,21), os indices
A aqui obtidos mostram uma variacdo um pouco maior (0,13 a 0,29). No presente
estudo, a espécie que apresentou cariétipo mais assimétrico foi V. geminata

pop.1, com os maiores valores de indices Ay (0,29) e A, (0,21) (Figura 2). Os
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resultados obtidos no presente estudo, sdo muito semelhantes aos obtidos por
DEMATTEIS (2000), para as espécies da subsecao Axilliflorae. A espécie mais
assimétrica foi V. polyphylla, apresentando valores de indices Ay e A iguais a
0,285 e 0,210, respectivamente (DEMATTEIS 2000).

Um fato que merece maiores investigacdes € a diferenca de cariétipo entre
as duas populacées de V. remotiflora, aqui analisada (Tabela Il), apesar da
padronizacdo nos procedimentos de técnica nas preparacdes cromossodmicas. A
populacédo 1 apresentou dois pares submetacéntricos, ao invés de um, observado
na populacao 2. Essa diferenca na proporcao de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos pode indicar a ocorréncia de citétipos ou ser decorrente de
procedimentos de técnica, que podem levar, por exemplo, a um grau de
condensacao cromossémica diferencial. Isso pode alterar ligeiramente a
proporcao dos bragos cromossGmicos e, consequentemente, o indice
centromérico (IC). Assim, quando o indice centromérico estiver proximo a
transicdo de valores na classificagdo de tipos cromossémicos, pode haver essa
dificuldade de interpretacdo. Por exemplo, o 152 par cromossémico de V.
remotiflora pop.2 apresentou 1C=39,8, sendo classificado como submetacéntrico.
Segundo GUERRA (1988), valores acima de 40,1 ja seriam classificados como
submetacéntricos. Cromossomos pequenos também dificultam a tomada de
medidas de tamanho e de indice centromérico (GUERRA 1988), o que também
justifica a diferenca relatada para as duas populacoes de V. remotiflora. A férmula
cariotipica, o CTC, o indice de simetria TF% e os indices de assimetria inter e
intracromossdmico (Tabela lll, Figura 2) sdo muito semelhantes nesta espécie, o

que reforca a semelhanca cariotipica entre as duas populacdes estudadas.

39



Os resultados obtidos até o momento, para a subsecédo Axilliflorae da
secdo Lepidaploa do género Vernonia, ainda nao possibilitam a discussao
citotaxondmica do grupo de forma conclusiva, devido a impossibilidade de
associar qualquer agrupamento infagenérico (secédo/subsecao) a determinados
caracteres cariotipicos e a grande quantidade de espécies ainda ndo analisadas.
Até o momento, parece ser possivel observar pequena relacdo entre os dados
cromossémicos obtidos no presente trabalho e os de literatura com a circunscricao
e delimitacdo do género, tanto na conceituacdo de BAKER (1973) como de
ROBINSON (1999a). A distribuicdo de numeros cromossémicos (2n=20, 30, 32, 36,
40, ca.52, 64, 67-68, 102), relacionados aos numeros basicos sugeridos para a
subsecao Axilliflorae (x=14, 15, 16 e 17) e as demais caracteristicas cariotipicas
nao parecem acompanhar qualquer um dos agrupamentos, ou seja, indicando
manutencdo das espécies no género Vernonia (sensu Baker) ou a sua
transferéncia para alguns dos 22 géneros menores (sensu Robinson 1987, 1988a,
1988b, 1990, 1999a).

Entretanto, pode-se verificar certa diferenciacao cariotipica para as duas
espécies com x=10, V. geminata (2n=20) e V. adamantium (2n=40). Além do
namero atipico para a subsecao Axilliflorae (x=14,15,16 e 17), essas duas
espécies se diferenciam por apresentar os maiores cromossomos e também por
ter cromossomo(s) do tipo metacéntrico(s) entre os maiores do cariétipo. O
namero basico x=10 é caracteristico da subsecdo Oligocephalae, sendo esse
carater utilizado em discussao citotaxonémica elaborada por DEMATTEIS (2002).
Este autor também sugeriu que duas espécies argentinas, V. lithospermifolia

Hieron. e V. verbascifolia Less., com numeros cromossdmicos multiplos de 10

40



(DEMATTEIS 1998), e tradicionalmente enquadradas na subsecao Macrocephalae,
poderiam ser transferidas para a subsecdo Oligocephalae, em funcdo da
similaridade do numero cromossdmico e da morfologia polinica. No presente
estudo, ndo se pode propor alteragdes no enquadramento de V. geminata e V.
adamantium em secgbes, devido a necessidade de estudos morfolégicos e
taxondbmicos complementares, além da busca de subsidios de outras analises
biossistematicas.

Além disso, dentre as espécies que seguem o numero basico sugerido para
a subsecao Axilliflorae, a principio, poder-se-ia supor que as espécies com
namero cromossémico em nivel dipléide (2x) se agrupariam no género Lepidaploa
sensu ROBINSON (1999a), enquanto as polipldides se agrupariam em
Lessingianthus. Isso seria embasado no fato de que as duas espécies com
nameros cromossémicos ja determinados e as que foram transferidas para o
género Lessingianthus por ROBINSON (1999a), tém em comum 0s numeros
cromossdmicos duplicados, como 2n=51, ca.52 ou 67-68 para V. glabrata (JONES
1979b) e 2n=64 para V. polyphylla (JONES 1979b, DEMATTEIS 2002). Entretanto, tal
relacdo ndo pode ser confirmada, pois o maior numero cromossémico conhecido
da subsecao Axilliflorae é 2n=102, em V. trinitatis (KEELEY 1978), que é mantida
por ROBINSON (1999a) em Lessingianthus, mesmo género em que estdao as

espécies com numeros cromossdmicos mais baixos.
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Tabela | — Espécies de Vernonia analisadas, com respectivas localidades, habitats

e material-testemunho. C — cerrado CR — campo rupestre.

ESPECIE LOCAL DE COLETA HABITAT NUMERO DO COLETOR

Vernonia adamantium Gardn. MG, Diamantina CR ME Mansanares 389
V. chamissonis Less. SP, Assis C VM Oliveira 50

V. cotoneaster (Willd. ex SP, ltirapina C VM Oliveira 52

Sprengel) Less.
V. fruticulosa Mart. ex DC. GO, Parque Nacional das C MA Batalha 2760
Emas

V. geminata HBK — pop. 1 SP, Assis C VM Oliveira 44
V. geminata HBK — pop. 2 SP, Analandia C VM Oliveira 82
V. remotiflora LE Rich. — SP, Campinas C VM Oliveira 31
pop.1
V. remotiflora LE Rich. — SP, Assis C VM Oliveira 42
pop.2
V. riedelli Sch. Bip. Ex Baker SP, Santa Cruz do Rio C VM Oliveira 40

Pardo
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Tabela Il — Espécies de Vernonia estudadas, niumero cromossémico, variagao de
tamanho cromossdémico, comprimento total de cromatina (CTC), indice de
assimetria (TF%), indice de assimetria intracromossémica (A1) e indice de

assimetria intercromossdmica (A2).

ESPECIE 2n VARIACAO CTC TF% A1 A2
DE
TAMANHO
(um)

*V. adamantium 40 1,5-3,3 45,0 44,7 0,18 0,18
*V. chamissonis 30 09-22 31,3 44 2 0,14 0,15
V. cotoneaster 32 1,2-3,0 30,8 45,7 0,15 0,18
V. fruticulosa 32 1,0-2,5 29,7 449 0,13 0,15
*V. geminata — pop. 1 20 2,0-4,6 32,0 41,2 0,29 0,21

*V. geminata — pop. 2 20 + 0-6Bs - - - - -
V. remotiflora — pop.1 32 1,7-2,6 34,3 46,2 0,22 0,19
V. remotiflora — pop.2 32 1,7-2,7 32,6 46,9 0,21 0,19
*V. riedelli 36 1,4-27 34,7 455 0,16 0,14

*Contagens inéditas
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Tabela Ill — Férmulas cariotipicas das espécies de Vernonia estudadas. Posicédo

do centrdbmero: m=mediana, sm=submediana. Comprimento cromossémico: A —

entre 46 e 3,6 um;B—entre 3,5e2,6 ym; C—entre2,5e 1,6 uym;D—entre 1,5¢

0,9 um.

ESPECIE

FORMULA CARIOTIPICA

V. adamantium

V. chamissonis

V. cotoneaster

V. fruticulosa
V. geminata — pop. 1
V. geminata — pop. 2
V. remotiflora — pop.1
V. remotiflora — pop.2

V. riedelli

3m(B)+16m(C)+1sm(B)
7m(C)+5m(D)+1sm(C)+ 1sm(D)
1m(B)+12m(C)+3m(D)
10m(C)+4m(D)+2sm(C)
1m(A)+2m(B)+3m(C)+2sm(A)+2sm(B)
1m(B)+11m(C)+2m(D)+2sm(C)
1m(B)+12m(C)+2m(D)+1sm(C)

1m(B)+13m(C)+3m(D)+1sm(C)
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Figura 1 — Ideograma de espécies de Vernonia, pertencentes a subsecao Axilliflorae. A — V. chamissonis (2n=30), B — V.
riedelli (2n=36), C — V. cotoneaster (2n=32), D — V. remotiflora pop.1 (2n=32) , E — V. fruticulosa (2n=32), F — V.
remotiflora pop.2 (2n=32), G - V. adamantium (2n=34), H — V. geminata pop.1 (2n=20). m= metacéntrico,

sm=submetacéntrico. Barra = 1um



Assimetria Cariotipica
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0.1 - V. fruticulosa
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0 + V. remotiflora — pop.2
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 - V. riedelli
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Figura 2 — Disperséo cariotipica para as espécies de Vernonia estudadas. A1 = assimetria cariotipica intracromossémica e

A, = assimetria cariotipica intercromossémica.



Figura 3 — Cromossomos mitéticos de espécies de Vernonia, pertencentes a

subsecéao Axilliflorae. A — V. cotoneaster (2n=32), B — V. geminata pop. 1 (2n=20),

C — V. chamissonis (2n=30), D — V. adamantium (2n=40). Barra = 10um.
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o

Figura 3 — Cromossomos mitéticos de espécies de Vernonia, pertencentes a
subsecéo Axilliflorae. E — V. remotiflora pop. 1 (2n=32), F — V. fruticulosa (2n=32),

G — V. riedelli (2n=36), H — V. remotiflora pop. 2 (2n=32). Barra = 10um.
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Figura 4 — Cromossomos mitéticos de Vernonia geminata pop.2 (A a F, 2n=20 + 0-
6Bs) e V. geminata pop.1 (G, 2n=20). A — Célula sem cromossomos Bs. B — Célula
com 1 cromossomo B, C — Célula com 2 cromossomos Bs, D — Célula com 3
cromossomos Bs, E - Célula com 4 cromossomos Bs, F - Célula com 5

cromossomos Bs, G - V. geminata pop. 1, polissomatia (2n=40). Barra = 5um.
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Resumo

Foram estudadas, através da analise mitdtica (técnica de Giemsa), nove
populacdes, correspondentes a sete espécies do género Vernonia sensu Baker
(Asteraceae, Vernonieae), pertencentes a sec¢édo Lepidaploa, objetivando subsidiar
as propostas de seu desmembramento em géneros menores (sensu Robinson) ou
da manutengdo de sua integridade (sensu Baker). As espécies foram coletadas
em areas de cerrado e campo rupestre, nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e
Goiads. Foram realizadas contagens cromossémicas, que variaram de 2n=32 a
2n=ca.80 e, elaborados cariétipos, verificando-se o predominio de cromossomos
metacéntricos, e alguns submetacéntricos. O tamanho dos cromossomos variou
de 1,2 a 4,9um, o tamanho total de cromatina (CTC) de 31,3 a 50,7 e, o indice de
assimetria TF% de 42,3 a 44,4. O indice de assimetria intracromossdémica (A1)
variou de 0,15 a 0,19, enquanto o indice de assimetria intercromossémica (A2) de
0,14 a 0,21. O diagrama de dispersdo mostrou que a espécie V. polyanthes pop. 1
foi a que apresentou cariotipo mais assimeétrico. Os resultados aqui obtidos ainda
nao possibilitam a discussao citotaxondmica do grupo de forma conclusiva, devido
a impossibilidade de associar qualquer agrupamento infagenérico
(secao/subsecédo) a um determinado padrao cariotipico e a grande quantidade de
espécies ainda nao analisadas; no entanto, até o momento, parece existir uma
ténue relagdo entre os numeros cromossdmicos obtidos no presente trabalho e os
de literatura com a conceituacdo de ROBINSON (1999a), para os géneros

Lessingianthus, Vernonanthura e Chrysolaena.
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Introducao

O género Vernonia Schreb. (Asteraceae, Vernonieae) compreende mais de
1.000 espécies distribuidas nas regides tropicais da Asia, Africa e América
(DEMATTEIS 1998). Na América do Sul existem cerca de 350-400 espécies, com
maior ocorréncia no Brasil, Argentina, Paraguai e Bolivia (DEMATTEIS & FERNANDEZ,
2000). Segundo JONEs (1977), o sul do Brasil € o maior centro de diversificagcdo do
género.

Na América do Sul ocorrem as sec¢des Eremosis, Critoniopsis (JONES 1973),
Leiboldia (JONES 1979), Hololepis, Trianthara, Stenocephalum e Lepidaploa
(BAKER 1873), no entanto, a maioria das espécies de Vernonia sulamericanas
pertence a secao Lepidaploa (Cass.) DC. (BENTHAM 1873b; BAKER 1873).

Do ponto de vista sistematico, € um dos géneros mais complexos da familia
Asteraceae (DEMATTEIS & FERNANDEz 1998), devido a extrema diversidade de
formas biolégicas que exibe, desde pequenas ervas rosuladas escaposas até
grandes arvores (STUTTS 1988). Muitos autores ja tentaram esclarecer a
taxonomia do género (CABRERA 1944; JONES 1979a, 1981, 1982; StuTTS 1981,
1988; ROBINSON 1987a, 1987b, 1987c, 1988a, 1988b, 1988c, 1990a, 1990b,
1992a, 1992b, 1993a, 1993b, 1994, 1996, 1999a, 1999 b), porém, até o presente,
seus resultados s&o contraditérios.

Em recente classificagdo, ROBINSON (1987a, 1987b, 1988a, 1990a, 1990Db,
1990c, 1999a, 1999b) desmembrou algumas espécies de Vernonieae do Novo
Mundo em 22 géneros, restringindo o género Vernonia apenas a América do

Norte. No entanto, a maioria das modificagdes nao foi aceita por varios autores.

58



Segundo HIND (1993), a elevacao da secao Lepidaploa e de suas subsecbes para
o nivel genérico é considerada prematura e essa mudanca ndo resolve o0s

problemas taxonémicos do género Vernonia.

Citologicamente, o género Vernonia sensu Baker ndo tem sido muito
estudado. Menos de 20% de suas espécies tiveram seu numero cromossGmico
investigado, sendo que a maioria das contagens é de espécies norte-americanas e
africanas. Os numeros cromossémicos variam entre 2n=18 a 2n=160 (DARLINGTON
& WYLIE 1955; BOLKHOVISKIKH et al. 1969; MOORE 1973, 1974, 1977; GOLDBLATT
1981, 1984, 1985, 1988; GOLDBLATT & JOHNSON 1990, 1991, 1996, 1998).
Segundo DEMATTEIS (2002), ha diversos relatos de contagens cromossémicas
para espécies da secao Lepidaploa (género Vernonia sensu BAKER (1873)),
mencionando x=10 para a subsecao Oligocephalae, x=16 para Macrocephalae e

Axilliflorae e x=17 para Paniculatae.

As contagens cromossOmicas para as espécies do Novo Mundo
correspondem aos numeros basicos x=10, x=14, x=15, x=16, x=17, x=19 e x=31
(TURNER 1981; RuAs et al. 1991; DEMATTEIS 1998). No entanto, o numero
cromossdmico ancestral em Vernonieae é considerado como x=9 e x=10, como
aqueles encontrados nas espécies da Africa e Sudeste Asiatico (JONES 1979a).
De acordo com JONES (1979a), polipléides sao muito freqlientes no Novo Mundo,

€ 0 nuUmero cromossOmico mais comum é 2n=34.

Até o momento, apenas cerca de 65 espécies de Vernonia tiveram seu
cariétipo analisado (Gill, 1978; MATHEW & MATHEW 1982; RUAS et al. 1991;

DEMATTEIS 1996, 1997, 1998a, 1998b; DEMATTEIS & FERNANDEz 1998, 2000;
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OLIVEIRA et al., em preparacao 1). No entanto, destas espécies analisadas apenas

15 sdo sul-americanas.

Neste trabalho, objetivou-se o estudo citotaxonémico de quatro subsecdes
da secao Lepidaploa do género Vernonia, procurando subsidiar a discussao sobre
0 arranjo das espécies em diversas subsecdes (sensu Baker) ou sobre seu
desmembramento em alguns dos 22 géneros menores propostos por ROBINSON
(1987, 1988a, 1988b, 1990, 1999a). Foram determinados 0s numeros
cromossémicos e elaborados cari6tipos mediante o uso de técnicas
convencionais, possibilitando a andlise da relacdo entre os caracteres

cromossdmicos e o0 posicionamento taxondmico de suas espécies.
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Material e Métodos

Foram analisadas nove populacdes, correspondentes a sete espécies de
Vernonia, da secdo Lepidaploa, ocorrentes em areas de cerrado e campo
rupestre. No estado de S&do Paulo, as coletas foram feitas nos municipios de
Assis, Analandia, Campinas e Mogi Guacgu, enquanto que no estado de Minas
Gerais, foram feitas em Diamantina, Ouro Branco e Goias (Tabela I). Foram
coletados e herborizados ramos florais e vegetativos, seguindo as técnicas usuais.
Materiais testemunhos de todas as espécies foram depositados no Herbario UEC
(Departamento de Boténica, IB, Universidade Estadual de Campinas). As espécies
foram identificadas de acordo com BENTHAM (1873) e BAKER (1873).

Para a realizacdo dos estudos cromossémicos (numero e morfologia) em
mitose, pontas de raizes recém-germinadas foram coletadas e submetidas a pré-
tratamento com 8 — hidroxiquinoleina (8Hq)— solucao 0,002M, por 5 horas, a 14-
15°C. Em seguida, as raizes foram fixadas em solucdo Farmer (etanol: acido
aceético/ 3:1) por 24 horas, transferidas para alcool 70% e estocadas em freezer.
As preparacdes citoldgicas foram obtidas pela técnica convencional de Giemsa
(GUERRA 1983). As contagens cromossdémicas foram realizadas, em média, em 20
células por espécie/populacao.

Na elaboragéo dos cariotipos, as células foram desenhadas com auxilio de
camara clara; os cromossomos desenhados foram medidos com a ajuda de um
paquimetro digital, fazendo-se a devida comparagdo com uma escala
micrométrica ampliada na mesma proporcao. Os cromossomos foram medidos,

em média, em 10 células de cada espécie/populacdo, sendo utilizada como
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padrdo a média da medida de cada par, incluindo tamanho do cromossomo,
posicdo centromérica e de constricdes secundarias. A nomenclatura para a
morfologia cromossdmica adotada neste trabalho foi a de GUERRA (1986).

Para a caracterizacao do cariétipo foram também calculadas medidas como
o CTC (comprimento total de cromatina) e o IC (indice centromérico), de acordo
com GUERRA (1998), além do indice TF% (indice de assimetria, HUZIWARA 1962).
Os indices de assimetria cariotipica intracromossémico (A1) e intercromossémico
(A2) foram calculados segundo ZARCO (1986).

Para a confeccdo de ideogramas, optou-se pelo arranjo dos cromossomos
pela forma e ndo pelo tamanho, seguindo os estudos anteriores de DEMATTEIS
(1998) e DEMATTEIS & FERNANDEZ (1998). Foi verificado que a visualizacdo das
diferencas cromossémicas torna-se mais evidente com este tipo de arranjo dos
cromossomos no ideograma (DEMATTEIS 1998).

A analise das laminas foi feita através de observagdo em microscopio
optico. Células em condigdes adequadas de espalhamento e condensacao

cromossdmica foram fotografadas, utilizando filmes Agfa Pan ISO 25.
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Resultados

Trés numeros cromossémicos diferentes foram encontrados para as sete
espécies de Vernonia, da sec¢ao Lepidaploa, 2n=32, 2n=34, 2n=ca.80 (Tabela II,

Figura 3).

As férmulas cariotipicas e o0s ideogramas apresentados para V.
buddleiaefolia, V. tweediana, V. simplex e trés populacdes de V. polyanthes
(Tabela 11, Figura 1) revelam poucas diferengas entre estas. Todas apresentaram
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos; os cromossomos de Vernonia
sdo, em sua maioria, metacéntricos. Foi observado um par de cromossomos com
constricdo secundaria em V. polyanthes pop.1, V. polyanthes pop.2 e V.

buddleiaefolia (Figura 1).

O tamanho cromossémico variou de 1,2 a 4,9um (Tabela IlI). O comprimento
total de cromatina (CTC) variou de 31,3 a 50,7um e a simetria cariotipica TF% de
42,3 a 44,4 (Tabela Il). O indice de assimetria intracromossémico A variou de
0,14 a 0,22 e, o indice de assimetria intercromossdémica A, variou de 0,15 a 0,19
(Tabela Il). O diagrama de dispersdo mostrou que a espécie V. polyanthes pop. 1

€ a que possui cariotipo mais simétrico (Figura 2).
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Discussao

Nas diversas obras de referéncias bibliograficas referentes a contagens
cromossOmicas, como DARLINGTON & WYLIE (1955), BOLKHOVISKIKH et al. (1969),
MoORE (1973, 1974, 1977), GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e GOLDBLATT &
JOHNSON (1990, 1991, 1996, 1998), constata-se que, no género Vernonia, 0s
nameros cromossdémicos variam entre 2n=18 a 2n=128, porém os mais freqlentes
sdo 2n=32 e 2n=34 (Tabela IV). No presente estudo, a contagem 2n=32
encontrada para uma populacdo de V. polyanthes (pop.1) ndo coincidiu com
citacées anteriores. RUAS et al. (1991) mencionaram 2n=34 enquanto COLEMAN
(1968) relatou n=18. Entretanto, para as populagbes 2 e 3, a contagem 2n=34
coincide com o relato de RuUAs et al. (1991). O numero cromossémico obtido para
V. simplex (2n=34) no presente estudo, concorda com o obtido por JONES (1979a).
As contagens cromossémicas para V. shwenkiaefolia (2n=34), V. buddleiaefolia
(2n=32) e V. onoporoides (2n=ca.80) sao inéditas.

Dentre as subsecdes da secédo Lepidaploa ha indicagdo de numeros
cromossémicos basicos para Oligocephalae Benth. (x=10), Macrocephalae Benth.
(x=16), Axilliflorae Benth. (x=16) e Paniculatae Benth. (x=17) (DEMATTEIS 2002). A
discussao citotaxonémica da subsegéo Axilliflorae foi abordada por OLIVEIRA et al.
(em preparagéao 1).

JONES (1979b), GALIANO & HUNZIKER (1987) e ROBINSON (1999a) sugeriram
que a subsecado Oligicephalae é a unica do Novo Mundo com numero
cromossémico basico x=10. DEMATTEIS (2002) obteve o numero basico x=10 para

quatro espécies da subsecdo Oligocephalae Benth., sendo estas: Vernonia
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flexuosa Sims (n=20 e 2n=40), V. platensis (Spreng.) Less. (n=10, 20, 30 e 2n=20,
40, 50, 60), V. pronpiqua Hieron. var. pronpiqua (n=10 e 2n=20), V. pronpiqua
Hieron. var. canescens (Chodat) Dematteis (n=10 e 2n=20) e V. sceptrum Chodat
(2n=80); no entanto, BAKER (1873) incluiu V. platensis (Speng.) Less. e V. flexuosa
Sims na subsecdo Scorpioideae (Tabela V). Além disso, a subsecgao
Oligocephalae é formada por espécies com numero cromossdmico basico
diferente de 10, como V. mollisima Hook. & Arn., n= ca. 54 (BERNADELLO 1986)
(TabelalV). No presente trabalho, foi estudada apenas uma espécie pertencente a
esta subsecdo, V. simplex, que apresentou numero cromossOmico
2n=34.Anteriormente, RUAS et al. (1991) haviam relatado para esta espécie,
2n=40, discordando de JONES (1982), que relatou para a mesma espécie n=17,
concordando com o resultado aqui obtido.

Numeros cromossémicos multiplos de 10 também foram relatados para
espécies nao pertencentes a subsecdo Oligocephalae Benth. Recentemente,
OLIVEIRA et al. (em preparacao 1) relataram nameros cromoss6micos multiplos de
10 em duas espécies da subsecao Axilliflorae, V. geminata (2n=20) e V.
adamantium (2n=40), que também apresentaram diferenciacdo cariotipica
(cromossomos maiores, alguns dos quais submetacéntricos) em relagdo a outras
espécies daquele grupo. Além disso, DEMATTEIS (1998) obteve 2n=20 para duas
espécies argentinas, V. lithospermifolia Hieron. e V. verbascifolia Less.,
pertencentes a subsecao Macrocephalae (Tabela |V). De acordo com DEMATTEIS
(2002), essas duas espécies poderiam ser transferidas para a subsecdo
Oligocephalae por terem morfologia do pdélen similar a este grupo e por terem

namero cromossémico multiplo de 10. De acordo com a nova proposta taxonémica
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de ROBINSON (1998a), as espécies V. lithospermifolia Hieron. e V. verbascifolia
Less, com 2n=20 (DEMATTEIS 1998a), além de V. simplex, com 2n=40 (RUAS et al.
1991), foram incluidas no género Lessingianthus. E interessante verificar que o
género Lessingianthus abrigou a unica espécie da subsecédo Oligocephalae com
numero cromossdmico ndo multiplo de 10, V. mollisima (ca. 54, BERNADELLO
1986), além de uma populacao de V. simplex (n=17, RUAS et al. 1991) (Tabela IV).
Por outro lado, segundo ROBINSON (1999a), as espécies V. pronpiqua Hieron. var.
pronpiqua (n=10 e 2n=20), V. pronpiqua Hieron. var. canescens (Chodat)
Dematteis (n=10 e 2n=20) e V. sceptrum Chodat (2n=80) foram incluidas no
género Chrysolaena, desmembrado de Vernonia (ROBINSON, 1988) (Tabela IV).
As espécies estudadas por OLIVEIRA et al. (em preparacdo 1), com numeros
multiplos de 10 (V. geminata e V. adamantium) foram incluidas por ROBINSON
(1999a) num terceiro género distinto, Lepidaploa (Tabela 1V).

Nas subsecbes Macrocephalae e Axilliflorae, segundo DEMATTEIS (2002), a
maioria das espécies apresenta nimero cromossomico multiplo de 16. E
caracteristica da subsecdo Macrocephalae, a alta freqiéncia de poliploides.
DEMATTEIS (2002) estudou 10 espécies desta subsecado, das quais nove
apresentaram numero cromossdmico basico multiplo de 16, sendo cinco dipldides
(2n=32), trés tetraploides (2n=64) e uma octapldide (2n=128). No presente estudo,
foram estudadas trés espécies pertencentes a subsecdo Macrocephalae,
concordando com o0 numero cromossOmico basico apontado (x=16): V.
buddleiaefolia (2n=2x=32), V. tomentella (2n=2x=32) e, uma espécie polipléide, V.
onoporoides (2n=5x=ca.80). Assim, o nimero cromossdmico aqui obtido aumenta

a freqiiéncia de poliploidia nesta subsecao. JONES (1979b) obteve n=17 e 34 para
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V. bardanoides Less e DEMATTEIS (2002) relatou 2n=30 para V. rugulosa Sch. Bip.
ex Baker, numeros discordantes para a subsecdo Macrocephalae (Tabela V).
Todas as espécies desta subsecdo foram incluidas no género Lessingianthus por
ROBINSON (1999a) (Tabela IV).

A subsecao Paniculatae Benth. compreende arbustos e pequenas arvores.
Segundo JONES (1979b, 1982) e STUTTS (1988), todas as espécies sul-americanas
deste grupo, e a maioria das norte-americanas, possuem numero basico x=17. V.
westiniana Less., encontrada no estado de Sao Paulo, apresenta numero
cromossémico n=17 (JONES 1979b). Todas as espécies pertencentes a essa
subsecao, foram incluidas por ROBINSON (1999a), no género Vernonanthura e
possuem numero cromossOmico multiplo de 17, a excegao de V. nudiflora Less.,
que além de n=17 (JONES 1974, BERNADELLO 1986) e de 2n=34 (STTUTS et al.
1988, RuUAs et al. 1991), também apresentou n=16 e 2n=32 (COVAS & HUNZIKER
1954, HUNTER 1964) (Tabela IV). No presente trabalho foi estudada apenas uma
espécie desta subsecado, V. shwenquiaefolia, que apresentou numero
cromossémico 2n=34 (Tabela IlI), concordando com o numero cromossOmico
basico relatado para a subsecdo. A espécie V. polyanthes, também foi
enquadrada em Paniculatae por DEMATTEIS (2002), no entanto BAKER (1973)
enquadrou-a na subsecao Scorpioideae.

Para a subsecado Scorpioideae sensu Baker foram relatados diversos
nameros cromossOmicos, multiplos, em maior freqtiéncia, de 10, 16 e 17. A
maioria das espécies pertencentes a essa subsecao, foi incluida por ROBINSON
(1999a) no género Chrysolaena. Foram incluidas em Vernonanthura, V. mariana

Mart., V. polyanthes Less. e V. tweediana Baker e, em Lepidaploa, V. argyrotrichia

67



Sch. Bip. ex Baker (ROBINSON 1999a). Neste trabalho foram estudadas trés
populacbées de V. polyanthes, também enquadrada na subsecdo Paniculate por
DEMATTEIS (2002), como mencionado anteriormente (Tabela 1V). Duas populag¢des
apresentaram 2n=34 enquanto uma apresentou 2n=32. RUAS et al. (1991) também
obteve 2n=34 para essa espécie, porém, COLEMAN (1968, 1970) obteve numero
cromossémico discordante, n=18, em uma populacdo da cidade de Sao Paulo
(SP).

Ha varios relatos na literatura indicando diferencas de numeros
cromossémicos entre populacdées de uma mesma espécie. Um dos principais
problemas para a citotaxonomia sdo as contagens cromossémicas errbneas
citadas na literatura, muitas vezes decorrentes do pequeno tamanho dos
cromossomos de plantas (GUERRA 1988). As variagdes nas contagens
cromossémicas de uma espécie também podem ser decorrentes de identificacdes
botanicas incorretas, e que podem trazer sérios problemas para a interpretacéao
dos dados. Erros na identificacdo botanica podem refletir a complexidade
taxondmica do grupo em estudo, devido a sua diversidade e/ou existéncia de
hibridos e polipléides, o que pode gerar individuos/espécies com caracteres
morfoldgicos intermediarios (STACE 1989). Como as andlises cromossOmicas das
grandes familias e géneros sdo, na maioria das vezes, realizadas em muitos
trabalhos independentes, torna-se necessario uma analise critica dos dados
obtidos previamente (FAVARGER 1978, GUERRA 2000, MANSANARES et al. 2002).

Dentre as trés populagdes de V. polyanthes abordadas no presente estudo,
a populacao 2, procedente de em Mogi Guacu (2n=34), provavelmente seria um

hibrido de V. polyanthes com V. rubriramea, por apresentar caracteristicas
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morfométricas que lembram essas duas espécies (Semir, comunica¢ao pessoal).
De acordo com STTUTS (1988), a hibridizagdo € comum em Vernonia e muitas
espécies hibridas ocupam ambientes perturbados. Hibridos foram observados
entre V. marginata e V. baldwini ssp interior e, além destas espécies, a
hibridizacdo € muito comum entre V. fasciculata e V. baldiwini ssp interior, V.

gigantea, V. arkansa e V. missurica (JONES 1972).

Por outro lado, uma parte dos numeros cromossémicos discrepantes
atribuidos a um mesmo taxon é decorrente, segundo muitas evidéncias, a
existéncia de racas cromossémicas ou citétipos, comum entre os vegetais
(FAVARGER 1978, MORAWETZ 1984, MANSANARES et al. 2002). FAVARGER (1978)
afirmou que, para que se possam determinar os verdadeiros nimeros basicos de
um determinado taxon deve-se conhecer os nimeros cromossdmicos de diversos
espécimes do grupo (se nao todos) e ter explorado muitas populacdées. MORAWETZ
(1984), propbs que a estabilidade cariolégica em plantas tropicais € muito mais
duvidosa do que se pensa. Neste contexto, este autor cita o caso de Duguetia
furfuraceae (Annonaceae), uma espécie amplamente distribuida nos cerrados
brasileiros, que apresenta trés racas cromossémicas, mas com individuos
morfologicamente indistinguiveis. = DEMATTEIS (1998), em seu estudo dos
cromossomos de algumas espécies de Vernonia, sugeriu a existéncia de dois
citotipos diferentes em V. saltensis Hieron. O autor encontrou para essa espécie
2n=64 e citou a contagem de BERNADELLO (1986) com n=16 para 0 mesmo taxon,
considerando que as contagens cromossdmicas para outras populacdes podem

ajudar a determinar a real distribuicao geografica dos citétipos e sua relagdo com
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a morfologia dos espécimes. De acordo com RuUAs et al. (1991), no género
Vernonia, a variagdo do niumero cromossémico em uma mesma especie € comum.
Por exemplo, em V. nudiflora, foram relatados trés numeros distintos, 2n=16
(HUNTER 1964, CovAs & HUNzIKER 1954), 2n=32 (COVAS & HUNZIKER 1954) e
2n=34 (JONES 1974) (Tabela 1V). Citétipos aneupldides podem ocorrer em V.
polyanthes, com populac¢des possuindo 2n=32 (presente estudo), 2n=34 (RUAS et.

al 1991 e presente estudo) e 2n=36 (COLEMAN 1968) (Tabela V).

Segundo JONES (1979b) e RuAs et al. (1991), as Vernonieae do Novo
Mundo, em contraste com as do Velho Mundo, mostram grande diversidade de
namero cromossémico e alta proporcao de espécies polipldides. JONES (1979b)
propds x=17 como numero béasico para espécies de Vernonia do Novo Mundo,
considerando o numero x=16 pouco freqliente ou duvidoso. Entretanto, de acordo
com outros relatos (RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1998; DEMATTEIS & FERNANDEZ
2000; OLIVEIRA et al., em preparacdo a) e com o presente estudo, numeros
cromossémicos multiplos de 16 sao relativamente freqlentes em espécies de
Vernonia da América do Sul.

No presente estudo, a andlise dos cromossomos revela, como uma das
principais diferencas entre as espécies, a férmula cariotipica, incluindo numeros
cromossémicos distintos e tamanho total de cromatina (CTC) bastante diferentes;
apenas a forma dos cromossomos e o indice de assimetria TF% foram
relativamente semelhantes (Tabela ).

A amplitude de variacdo de tamanho cromossémico obtida no presente

trabalho é maior (1,2 a 4,9um) do que a apresentada por DEMATTEIS & FERNANDEZ
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(2000), variando de 1,43um em V. lilacina a 2,08um em V. aurea. Vale ressaltar
que, o pré-tratamento utilizado, pelos autores e no presente estudo, foi o mesmo.
Também pode-se constatar que a amplitude de variacdo € maior do que a relatada
por OLIVEIRA et al. (em preparacado 1) para as espécies da subsecao Axilliflorae da
secao Lepidaploa, a execao de V. geminata e V. adamantium, cujos maiores
cromossomos atingem 4,6 e 3,3um, respectivamente. Apesar disso, pode-se
perceber, nos ideogramas (Figura 1) e nas fotomicrografias (Figura 3), que a
amplitude de variacdo é bastante semelhante entre as diferentes espécies, exceto
V. buddleiaefolia. Esta espécie apresenta cromossomos maiores que as demais

(2,0 a4,9um).

O tamanho total da cromatina (CTC) exibiu grande amplitude de variacao
entre as espécies estudadas (31,3 a 50,7). Apesar de V. buddleiaefolia possuir
apenas 2n=32 cromossomos, foi a espécie que apresentou maior CTC (50,7),
devido principalmente a diferenca de cromossomos grandes (2,0 a 4,9um),
enquanto que, a espécie com menor CTC foi V. polyanthes pop.2 (31,3um), com
2n=34, provavelmente por apresentar cromossomos pequenos (1,2 a 3,1um).

No presente trabalho, todas as espécies analisadas apresentam
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, porém em diferentes proporcdes
(Tabela 1ll) e, os cromossomos submetacéntricos foram os que apresentaram
menor tamanho (C e D), a execdo de V. buddleiaefolia e V. simplex em que
também foram observados cromossomos um pouco maiores (B) (tabela Ill). Os

Cromossomos, em sua maioria, metacéntricos, concordam com os dados
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avaliados em literatura para a tribo Vernonieae (RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1996,
1998; DEMATTEIS & FERNANDEZ 1998, 2000).

DEMATTEIS & FERNANDEZ (2000) estudaram nove espécies de Vernonia
sulamericanas relatando cromossomos metacéntricos e submetacéntricos; houve
duas excecgdes, V. lilacina e V. polyphylla, que apresentaram dois pares de
cromossomos subtelocéntricos.

Com relagdo aos indices de assimetria intracromossémica (A{) e
intercromossomica (Az), que sao utilizados preferencialmente quando nao existem
grandes diferengas de tamanho e morfologia cromoss6mica, observou-se grande
semelhanca entre as espécies analisadas (Tabela Il, Figura 2). Os indices de
assimetria A; sdo muito proximos (0,14 a 0,22), os indices A, aqui obtidos
mostram uma variacdo um pouco menor (0,15 a 0,19). No presente estudo, a
espécie que apresentou cariétipo mais simétrico foi V. polyanthes pop.1 por
apresentar os menores valores de indices Ay (0,14) e A, (0,15) (Figura 2). Os
resultados obtidos no presente estudo sdo mais homogéneos que os obtidos por
DEMATTEIS (2000): a espécie mais assimétrica foi V. polyphylla, apresentado
valores de indices Ay e Aziguais a 0,285 e 0,210, respectivamente. Ja em relacao
as espécies da subsecao Axilliflorae, estudadas por OLIVEIRA et al. (em preparagcao
1), a amplitude de variagdo de A; (0,13 a 0,22) e de A> (0,14 a 0,19) foi
semelhante a das espécies estudadas no presente trabalho, a excecao de V.
geminata, que apresentou o cariétipo mais assimétrico (A1=0,25 e A>=0,21).

Segundo RuAs et al. (1991), DEMATTEIS (1996, 1997) e DEMATTEIS &
FERNANDEZ (1998), espécies mais primitivas (x=10, x=17) possuem cromossomos

maiores do que as mais derivadas (x=14, 15). Espécies com numero
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cromossémico basico x=17 apresentaram tamanho cromossémico variando entre
1,9 a 2um, enquanto espécies com x=14 ou x=15 apresentaram tamanho
cromossémico variando entre 1,3 a 1,4um (DEMATTEIS & FERNANDEzZ 1998).
Aparentemente, os resultados obtidos no presente estudo ndo concordam com os
obtidos por DEMATTEIS & FERNANDEZ (1998). A espécie V. tweediana (2n=34) foi a
que apresentou menor tamanho cromossémico (1,2 a 3,0um), enquanto que em V.
buddleiaefolia (2n=32) observou-se maior tamanho cromossémico (2,0 a 4,9um).
Um fato que merece maiores investigacoes € a diferenga entre os cariétipos
das trés populagdes de V. polyanthes aqui analisadas (Tabela Il), apesar da
padronizacdo nos procedimentos de técnica nas preparagdes cromossémicas.
Como ja mencionado, para V. polyanthes, ha algumas diferencas na férmula
cariotipica geral, envolvendo numero cromossdémico, tamanho e forma dos
cromossomos, incluindo a localizagao de constricbes secundarias. As populagdes
2 e 3 (2=34) possuem caribtipos e ideogramas muito parecidos, sendo que a
diferenca esta na populacdo 3, onde nao foi possivel localizar a constricao
secundaria com a técnica de coloracao convencional (Figura 1). A populacdo 1
(2n=32) difere das populagdes 2 e 3 principalmente no niumero (2n=34) e férmula
cariotipica (Figura 1, Tabela Il e Ill). Os cromossomos sao literalmente maiores,
sendo que a principal diferenca consiste na proporcdo de cromossomos
submetacéntricos de tamanho intermediario, do tipo C (Tabela IIl): ha apenas um
par deste tipo nesta populacédo, enquanto nas populacdes 2 e 3 foram observados
trés. OLIVEIRA et al. (em preparagcao 1) discutiram possiveis explicacdes para a

variacao cariotipica em populacdes de V. remotiflora.
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Os resultados obtidos até o momento, para algumas subse¢des da secdo
Lepidaploa do género Vernonia, ainda ndo possibilitam a discusséo
citotaxondmica do grupo de forma conclusiva. Isso ocorre devido a falta de um
padréo cariotipico caracteristico para as espécies enquadradas em cada um dos
diferentes grupos taxonémicos, tanto considerando a proposta de BAKER (1873)
como a de ROBINSON (1999a). Além disso, ainda € pequeno o numero de espécies
analisadas. Entretanto, até 0 momento, parece existir uma ténue relagéo entre os
nameros cromossémicos obtidos no presente trabalho e na literatura com a
conceituacdo de ROBINSON (1999a) para o0s géneros Lessingianthus,
Vernonanthura e Chrysolaena, considerados a partir do desmembramento de
Vernonia sensu BAKER (1873). ROBINSON (1999a) incluiu algumas espécies
pertencentes as subsecdes Scorpioideae e Oligocephalae sensu BAKER (1873) no
género Chrysolaena, sendo que a maioria apresenta numero basico x=10. A
maioria das espécies pertencentes a subsecdo Macrocephalae sensu BAKER
(1873), transferidas para o género Lessingianthus por ROBINSON (1999a),
apresentou numero cromossémico basico x=16. Por outro lado, a maioria das
espécies pertencentes a subsecao Paniculatae sensu BAKER (1873), transferidas
para o género Vernonanthura por ROBINSON (1999a), apresentou numero

cromossOmico basico x=17.
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Tabela | — Espécies de Vernonia analisadas, com respectivas localidades, habitats

e material-testemunho. Subsec¢des de acordo com BAKER (1873). C — cerrado, CR

— campo rupestre.

ESPECIE LOCAL DE COLETA HABITAT NUMERO DO
COLETOR
Subsecado Macrocephalae Benth.
V. buddleiaefolia Mart. ex DC. GO, Parque Nacional C MA Batalha 2757
das Emas

V. onoporoides Baker SP, Assis C VM Oliveira 49

V. tomentella Mart. ex DC. MG, Diamantina CR ME Mansanares
413

Subsecao Oligocephalae Benth.

V. simplex Less. MG, Ouro Branco CR IR Costa 555

Subsecao Paniculatae Benth.

V. polyanthes Less. — pop. 1 SP, Campinas C VM Oliveira 55

V. polyanthes Less. — pop 2 SP, Mogi Guagu C VM Oliveira 11

V. polyanthes Less. — pop 3 SP, Analandia C VM Oliveira 79

V. shwenkiaefolia Mart. in DC. MG, Diamantina CR ME Mansanares
387

Subsecao Scorpioideae Benth.

V. tweediana Baker SP, Campinas C VM Oliveira 30
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Tabela Il — Espécies de Vernonia estudadas, numero cromossémico, férmula
cariotipica (m=metacéntrico, sm=submetacéntrico), variacdo de tamanho
cromossémico, comprimento total de cromatina (CTC), indice de assimetria (TF%),
indice de assimetria intracromossémica (A1) e indice de assimetria

intercromossdmica (A2). Subsecdes de acordo com BAKER (1873).

ESPECIE 2n VARIACAO DE CTC TF% A1 A2
TAMANHO
(um)
Subsecao Macrocephalae Benth.
V. buddleiaefolia 32 2,0-49 50,7 43,6 0,22 0,19
V. onoporoides ca. 80 - - - - -
V. tomentella 32 - - - - -
Subsecao Oligocephalae Benth.
V. simplex 34 1,8-3,8 44,3 44,2 0,20 0,19
Subsecao Paniculatae Benth.
V. shwenkiaefolia 34 - - - - -
Subsecao Scorpioideae Benth.
V. polyanthes — pop. 1 32 14-3,4 40,7 44 4 0,14 0,15
V. polyanthes — pop. 2 34 1,2-3,1 31,3 42,5 0,20 0,19
V. polyanthes — pop. 3 34 1,4-3,3 32,0 423 0,21 0,19
V. tweediana 34 1,2-3,0 33,3 44,0 0,20 0,18
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Tabela Ill — Férmulas cariotipicas das espécies de Vernonia estudadas. Posicédo
do centrdbmero: m=mediana, sm=submediana. Comprimento cromossémico: A —

entre 46 e 3,6 um;B—entre 3,5e 2,6 um; C—entre2,5e 1,6 uym;D—entre 1,5

0,9 um.
ESPECIE FORMULA CARIOTIPICA
V. buddleiaefolia 6m(A)+3m(B)+5m(C)+1sm(B)+1sm(C)
V. onoporoides
V. polyanthes — pop. 1 6m(B)+8m(C)+1sm(C)+1sm(D)

V. polyanthes — pop. 2 1m(B)+8m(C)+4m(D)+3sm(C)+1sm(D)
V. polyanthes — pop. 3 1m(B)+8m(C)+4m(D)+3sm(C)+1sm(D)
V. simplex 1m(A)+6m(B)+9m(C)+1sm(B)
V. tweediana 2m(B)+3m(C)+10m(D)+2sm(C)

V. tomentella
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Figura 1 — Ideogramas de espécies de Vernonia pertencentes as subsecdes Scorpioideae (A a D), Macrocephalae (E) e
Oligocephalae (F). A — V. polyanthes pop. 2 (2n=34), B — V. polyanthes pop. 1 (2n=32), C — V. polyanthes pop.3 (2n=34),
D — V. tweediana (2n=34), E - V. buddleiaefolia (2n=32) e F — V. simplex (2n=34). m= metacéntrico, sm=submetacéntrico.

Barra = 1um.
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Figura 2 — Dispersao cariotipica para as espécies de Vernonia estudadas. A1 = assimetria cariotipica intracromossémica e

A, = assimetria cariotipica intercromossémica.



Tabela IV — Espécies de Vernonia, pertencentes a se¢ao Lepidaploa, agrupadas de acordo com as subse¢des segundo

BAKER (1873) e Bentham (1873), géneros sensu ROBINSON (1999a), numero cromossdmico e referéncia bibliografica.

ESPECIES GENERO SENSU n 2n AUTOR
ROBINSON
Axilliflorae
V. adamantium Gardn. Lepidaploa - 40 OLIVEIRA et al. (em preparacgéol)
V. aurea Mart. Lepidaploa 17 - JONES (1982)
- 32 DEMATTEIS (2002)
V. chalybae Mart. ex DC. Lepidaploa - 32 DEMATTEIS (2002)
V. chamissonis Less. Lepidaploa - 30 OLIVEIRA et al. (em preparacéol)
V. cotoneaster (Willd. ex Spreng) Lepidaploa - 32 OLIVEIRA et al. (em preparagéol)
Less.
- 30 DEMATTEIS (1998)
V. fruticulosa Mart. ex DC. Lepidaploa - 32 OLIVEIRA et al. (em preparacéol)
V. geminata HBK Lepidaploa 20 OLIVEIRA et al. (em preparacdol)
V. glabrata Less. Lessingianthus 17,17+B 51, ca. 52, 67-68 JONES (1979b)
V. polyphylla Sch.-Bip. ex Baker Lessingianthus - 64 RUAS et al. 1991
- 64 DEMATTEIS (2002)
V. remotiflora L.C. Rich Lepidaploa 14 28 DEMATTEIS (2002), OLIVEIRA et al. (em
preparacaol)
V. riedelli Sch. Bip. ex Baker Lepidaploa - 36 OLIVEIRA et al. (em preparacéol)
V. trinitatis Ekman Lepidaploa 102 KEELEY (1978)
V. sericea Richard Lepidaploa 17 - KEELEY (1978)
Glomeratae
V.chamaedrys Less. Vernonanthura - 34 STTUTS et al. (1988)

17 34 DEMATTEIS (2002)




V. oligolepis Schultz-Bip. Vernonanthura - 34
STTUTS et al. (1988) , ZHAO & TURNER
(1993)

17 - DEMATTEIS (2002)
Macrocephalae
V. bardanoides Less. Lessingianthus 17, 34 - JONES (1979b)
V. brevifolia Less. Lessingianthus 16 32 DEMATTEIS (2002)
V. buddleiaefolia Mart. ex DC Lessingianthus - 32 Este trabalho
V. dura Mart. ex. DC. Lessingianthus - 32 DEMATTEIS (2002)
V. heringeri H. Rob. Lessingianthus - 32 DEMATTEIS (2002)
V. hystricosa Cabrera et Dematteis Lessingianthus - 128 DEMATTEIS (2002)
V. hovaelifoia Gardn. Lessingianthus - 64 DEMATTEIS (2002)
V. lithospermifolia Hieron Lessingianthus 10 20 DEMATTEIS (1998)
V. obtusata Less. Lessingianthus - 64 DEMATTEIS (2002)
V. onoporoides Baker Lessingianthus - ca. 80 Este trabalho
V. pseudoincana (Hieron.) Cabrera Lessingianthus - 32 DEMATTEIS (2002)
V. rubricaulis Humb. et Bonpl. var. Lessingianthus 16 32 DEMATTEIS (2002)
rubricaulis
V. rubricaulis Humb. et Bonpl. var. Lessingianthus 32 64 DEMATTEIS (2002)
australis Hieron.
V. rugulosa Sch. Bip. ex Baker Lessingianthus - 30 DEMATTEIS (2002)
V. tomentella Mart. ex DC. Lessingianthus - 32 Este trabalho
V. verbascifolia Less. Lessingianthus - 20 DEMATTEIS (1998)
Oligocephalae
V. mollisima Hook. & Arn. Lessingianthus ca. 54 - BERNADELLO (1986)
V. pronpinqua Hieron. var. Chrysolaena 10 20 DEMATTEIS (2002)
pronpinqua
V. pronpinqua Hieron. var. Chrysolaena 10 20 DEMATTEIS (2002)
canescens (Chodat) Dematteis
V. sceptrum Chodat Chrysolaena - 80 DEMATTEIS (2002)
V. simplex Less. Lessingianthus 17 34 JONES (1982), Este trabalho




- 40 RUAS et al. 1991
Paniculatae
V. amplexicaulis R.E. Fries Vernonanthura 34 DEMATTEIS (2002)
V. echioides Less. Vernonanthura 34 - DEMATTEIS (2002)
V. ferruginea Less. Vernonanthura - 34 DEMATTEIS (2002)
V. fulta Griseb. Vernonanthura 17 34 DEMATTEIS (2002)
V. incana Less. Vernonanthura 34 - DEMATTEIS (2002)
V. loretensis Hieron. Vernonanthura 17 34 DEMATTEIS (2002)
V. nitidula Less. Vernonanthura - 34 STTUTS et al. (1988)
34 DEMATTEIS (2002)
V. nudiflora Less. Vernonanthura 17 - JONES (1974), BERNADELLO (1986)
16 - HUNTER (1964)
16 32 CovAs & HUNZIKER (1954)
- 34 RuAas et al. (1991), STTUTS et al.
(1988)
V. pinguis Griseb. Vernonanthura 68 DEMATTEIS (2002)
V. scwenkiaefolia Mart. in DC. Vernonanthura 34 Este trabalho
V. squamulosa Hook. et Arn. Vernonanthura 17 34 DEMATTEIS (2002)
V. westiniana Less Vernonanthura 17 JONES (1979)
Scorpioideae
V. cognata Less. Chrysolaena ca. 17, 34 - JONES (1979b)
V. flexuosa Sims Chrysolaena ca. 17 - JONES (1979b)
ca. 30-32 - HUNZIQUER et al. (1990)
- 40 RUAS et al. 1991
20 40 DEMATTEIS (2002) *
V. platensis (Sprengel) Less. Chrysolaena - 20, 40 HUNTER (1964), CABRERA (1944)
- 68 JONES (1982)
10, 20 - GALIANO & HUNZIKER 1986
10, 20, 30 20, 40,50, 60 DEMATTEIS (2002)
V. scorpioides Pers. Chrysolaena 28+1 - JONES (1970)




17 - JONES (1982)
- 30 HUYNH (1965)
V. argyrotrichia Sch.-Bip. ex Baker Lepidaploa 17 - JONES (1979b)
V. mariana Mart. Vernonanthura 17 - JONES (1982)
V. polyanthes Less. Vernonanthura 18 - COLEMAN (1968)
- 34 RuUAs et al. (1991)
- 32, 34 Este trabalho
V. tweediana Baker Vernonanthura 9 34 JONES (1982), Este trabalho
17 - GALIANO & HUNZIKER (1987)




Figura 3 — Cromossomos mitdticos de espécies de Vernonia estudadas,
pertencentes as subsecdes Macrocephalae (A e B), Oligocephalae (G) e
Paniculatae (H). A — V. buddleiaefolia (2n=32), B — V. tomentella (2n=32), C — V.

simplex (2n=34) e D — V. shwenkiaefolia (2n=34). Barra = 10um.
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Figura 3 — Cromossomos mitéticos de espécies de Vernonia estudadas,
pertencentes as subsecdes Scorpioideae. E - polyanthes pop. 1 (2n=32), F — V.
polyanthes pop. 3 (2n=34), G — V. tweediana (2n=34,) H — V. polyanthes pop. 2

(2n=34). Barra = 10um.
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Resumo

Buscando ampliar o conhecimento cariotipico e contribuir para o melhor entendimento
taxonbmico do género Vernonia, foram aplicados, em V. geminata (Asteraceae,
Vernonieae), diferentes técnicas de bandamento cromossémico, incluindo-se
bandamentos C, NOR e a tripla coloracao com fluorocromos CMA/DA/DAPI (CDD), e a
técnica de hibridacdo de DNA in situ para a sequéncia de 45S de rDNA. A espécie foi
coletada em area de cerrado, no municipio de Assis, estado de Sao Paulo. V. geminata
apresentou dois pares de bandas C, sendo duas bandas terminais e duas
centroméricas; um par de bandas CMA" terminais, dois pares de bandas NOR, sendo
duas bandas terminais e duas centroméricas. A hibridagao in situ evidenciou dois pares
de sitios de DNAr 45S, sendo dois sitios terminais e dois centroméricos. Houve
coincidéncia de localizacédo entre bandas C, CMA, NOR com um dos sitios de rDNA

45S. Infelizmente ndo hd dados comparativos em outras espécies de Vernonia.
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Introducao

Vernonia Schreb. (Asteraceae, Vernonieae) compreende pequenas ervas
rosuladas escaposas até grandes arvores (STUTTS 1988), distribuidas nas regides
tropicais da Asia, Africa e América (DEMATTEIS 1998). De acordo com DEMATTEIS &
FERNANDEZ (1998), do ponto de vista sistematico, Vernonia é um dos géneros mais
complexos da familia Asteraceae com cerca de 1.000 espécies (JONES 1977). Segundo
DEMATTEIS & FERNANDEZ (2000), na América do Sul existem cerca de 350-400 espécies,
com maior ocorréncia no Brasil, Argentina, Paraguai e Bolivia. O sul do Brasil € o maior
centro de diversificacdo do género (JONES 1977). Uma dessas espécies é V. geminata,
que ocorre na América (ROBINSON 1990A, JORGENSEN & ULLOA 1994), e em regiao de
cerrado (OLIVEIRA et al. em preparacdo a 1, IBGE 1994). E uma espécie melifera
importante, sendo seu pdlen detectado no mel e alimento larval da espécie de abelha
Tetragonisca angustula, encontrada em Chiapas, México (MARTINEZ-HERNANDEZ et
al.1994).

A andlise de caridtipos é fundamental para a caracterizagédo citogenética de uma
espécie e para examinar a variacao entre seus individuos e/ou populagdes (GUERRA
1988). A comparacéo de caridtipos de espécies diferentes, também permite a analise
taxonémica e evolutiva de um dado taxon, como um género. Muitas vezes, diferencas
na assimetria de um cariétipo podem indicar como estes cromossomos se
diversificaram quanto ao tamanho e a morfologia dentro de um grupo (GUERRA 1988). A
assimetria cariotipica € pouco variavel entre as espécies de Vernonia, sugerindo que a
diversificacao deste género foi acompanhada por pequenas alteragbes na constituicdo

cariotipica das espécies (DEMATTEIS 1996, 1998; DEMATTEIS & FERNANDEZ 1998, 2000).
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Os numeros cromossdmicos em Vernonia variam entre 2n=18 a 2n=160
(DARLINGTON & WYLIE 1955; BOLKHOVISKIKH et al. 1969; MOORE 1973, 1974, 1977,
GOLDBLATT 1981, 1984, 1985, 1988; GOLDBLATT & JOHNSON 1990, 1991, 1996, 1998).
Citologicamente, apenas 20% das espécies foram estudadas até o momento. A
cariotipagem com técnicas convencionais abrange apenas 5% das espécies de
Vernonia e nao as discrimina muito bem, devido a pequena variacdo de tamanho
cromossémico e de posicdo centromérica (RUAS et al. 1991; DEMATTEIS 1996, 1998;
DEMATTEIS & FERNANDEZ 1998, 2000, OLIVEIRA et al., em preparacao 1 e 2). Até o
momento, informacgdes cariotipicas obtidas por técnicas que promovem a diferenciacao
linear dos cromossomos (bandamento cromossémico e hibridacado de DNA in situ) séo

inexistentes para espécies do género Vernonia.

Dentre as técnicas de bandamento, utiliza-se o bandamento C para identificar a
quantidade e localizacao da heterocromatina constitutiva (SUMNER 1972) e coloracao
com fluorocromos para determinar a composicdo de bases da heterocromatina
(ScHweIizeEr 1976). O fluorocromo DAPI (4’-6 diamidino -2 fenilindol) evidencia
sequéncias de DNA repetitivas ricas em adenina e timina (A-T), enquanto o CMA
(cromomicina A3) se liga a regidoes ricas em citosina e guanina (C-G). Além destas
duas, pode-se utilizar coloracdo especifica com nitrato de prata, ou bandamento
AgNOR (GOODPASTURE & BLoomMm 1975), para identificar nucléolos e cromossomos que
possuem regides organizadoras de nucléolo que estiveram ativas na intérfase. MAFFEI
et al. (1999) analisaram banda C em trés de 12 populacoes investigadas em Mikania
micrantha (Asteraceae). Este estudo revelou que entre essas populacdes existe

polimorfismo na distribuicdo de heterocromatina e mostrou que os cromossomos B
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apresentam-se com o mesmo padrdo heterocromatico dos cromossomos do
complemento normal, sugerindo uma possivel origem a partir destes cromossomos.
Usando a coloragédo especifica com nitrato de prata, MOSCONE et al. (1995) discutiram
possiveis tendéncias na evolugdo cariotipica de Capsicum (Solanaceae) com x=12
cromossomos, e consideraram que a presenca de quatro NORs (regides organizadoras
do nucléolo), localizadas no primeiro par de cromossomos metacéntricos e no 122 par
de cromossomos subtelocéntricos, em um complemento dipléide, é considerada como
uma condicao plesiomorfica, por ocorrerem em espécies pertencentes ao subgrupo

basal (A).

A hibridacao in situ € um método preciso para localizar sequéncias especificas
de acidos nucléicos (DNA ou RNA) no citoplasma, organelas, cromossomos ou nucleo
de material biolégico (LEITCH et al. 1994). As seqliéncias de DNA mais freqiientemente
utilizadas s@o as de genes ribossomais (45S rDNA e 5S rDNA) e as teloméricas (WEISS-
SCHNEEWEISS et al. 2003). Em algumas Asteraceae, como Artemisia, as técnicas de
hibridacao in situ e de bandamento CMA/DA/DAPI (ou CDD) sédo de grande valia.
TORREL et al. (2003) observaram que, nos subgéneros Artemisia e Seriphidium, os sitios
de rDNA 5S estdo presentes em menor quantidade que os de 18S-5.8S-26S (45S) e
que, o loci de rDNA 5S aparece, na maioria das vezes, na regidao terminal do
cromossomo e podem ocorrer na regiao rica em C-G, subsidiando a ndo separacao

destes géneros independentes.

Buscando ampliar o conhecimento cariotipico e contribuir para o melhor
entendimento do género Vernonia, foram aplicadas, em V. geminata, diferentes técnicas

de bandamento cromossémico, incluindo-se bandamentos C, NOR e a tripla coloracao
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com fluorocromos CMA/DA/DAPI (CDD), e a técnica de hibridacdo de DNA in situ para
a sequéncia de 45S de rDNA. O caridtipo convencional dessa espécie havia sido

previamente apresentado por OLIVEIRA et. al (em preparacao 1).
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Material e Métodos

A espécie foi coletada em area de cerrado, no municipio de Assis, estado de Sao
Paulo. Foram herborizados ramos florais e vegetativos de Vernonia geminata, seguindo
técnicas usuais. Material testemunho (VM Oliveira 44) foi depositado no Herbario UEC

(Departamento de Botanica, IB, Universidade Estadual de Campinas).

1. Preparagdes mitéticas:
1.1. Pré-tratamento e preparacao de laminas com digestao enzimatica

Raizes recém-germinadas foram coletadas e submetidas a pré-tratamento com 8 —
hidroxiquinoleina (8Hq) — solucao 0,002M, por 5 horas, a 14-15°C. Em seguida, as
raizes foram fixadas em solucdo Farmer (etanol: &cido acético/ 3:1) por 24 horas,
transferidas para alcool 70% e estocadas em freezer.

Para a preparacao de laminas com digestdo enzimatica, as raizes foram lavadas
em Tampao citrato-fosfato pH=4,8 e enxutas em papel filtro. As pontas da raiz foram
digeridas em solugdo enzimatica com 4% de celulase e 40% de pectinase, em cadmara
umida, a 37°C por 2 horas. Foi feito 0 esmagamento das pontas de raizes entre lamina
e laminula em uma gota de acido acético 45%, retirando-se posteriormente a laminula
em nitrogénio liquido. As laminas utilizadas nas técnicas de bandamento C, CCD e

AgNOR foram armazenadas a temperatura ambiente por pelo menos um dia.
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1.2. Bandamento C

O bandamento C foi realizado de acordo com MOSCONE et al. (1993). As laminas
foram mergulhadas em acido acético 45% em banho-maria pré-aquecido a 60°C,
durante 15 minutos e, depois, lavadas em agua corrente. Entdo, as laminas foram
mergulhadas em solucdo saturada de hidroxido de bario a temperatura ambiente, por 5
minutos e, lavadas em agua corrente novamente. As laminas foram transferidas para
um recipiente com 2xSSC pré-aquecido, em banho-maria a 60°C, durante 60 minutos.
As laminas foram novamente lavadas, secas, coradas com Giemsa 2% e finalmente

montadas com resina sintética.

1.3. Bandamento CMA/DA/DAPI (CDD)

O bandamento CCD seguiu o protocolo de MOSCONE et al. (1996). As laminas
foram coradas primeiramente com CMA (cromomicina A3) 0,5mg/ml por 60 minutos, em
seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas lavadas com agua destilada. Logo
apods, as laminas foram coradas com DA (distamicina A) 10mg/ml por 15 minutos e
lavadas novamente com agua destilada. Finalmente, foram coradas com DAPI (4’-6
diamidino -2 fenilindol) 2mg/ml por 30 minutos. As laminas foram lavadas novamente
com agua destilada e montadas com um meio de montagem contendo glicerol para
fluorescéncia e tampao Mallvaine (1:1). Estas laminas foram mantidas no escuro, a

37°C, por 3 dias, antes de serem observadas em microscopio de epifluorescéncia.
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1.4. Bandamento NOR

O bandamento NOR foi realizado de acordo com MOSCONE et al. (1995). As
laminas foram mergulhadas em tampéao borato (0,01M; 1 tampao: 10H,O dd) por 10
minutos e, em seguida, lavadas com agua destilada. Apds isso, cada lamina, recebeu
uma gota de solucéo de nitrato de prata e, em cima da gota, foi colocada uma malha de
nylon. As laminas foram mantidas a 60°C durante 60 minutos e, em seguidas foram
mergulhadas em agua destilada por 5 minutos. Apds secas, as laminas foram montadas

com Entelan.

1.5. Hibridacao in situ (FISH)

A hibridacao in situ foi realizada de acordo com CUADRADO & JOUVE (1994), com
modificacdes de FREGONEZzI et al. (2004). Foi utilizado o fragmento de DNAr 45S de
cerca de 12kb contendo a sequéncia 28S-5,8S-18S com os seus espacadores. Este
fragmento foi clonado no plasmidio pUC18 em E. coli, resistente a ampicilina. O
plasmidio foi separado pela técnica da miniprep e a concentragao foi medida em um
fluorébmetro. A marcacao da sonda foi feita por nick translation (Bionick Gibco) com
biotina-14dATP. Antes de iniciar a hibridacao, as laminas foram tratadas com RNase
1% (1 RNase Tipo I: 99 2xSSC) pH 7,0, a 37°C por 1 hora. As laminas foram lavadas
em 2xSSC por 10 minutos sob agitacao, mergulhadas em paraformaldeido 4% por mais
10 minutos, e depois lavadas novamente com 2xSSC. As laminas foram imersas em

alcool 70% por 5 min e em alcool 100% por mais 5 min. Apés as laminas secarem, a

100



preparacao foi coberta pela mistura de hibridizacdo. A mistura de hibridizacdo foi
composta por formamida 100%, PEG (polietilenoglicol) 50%, 20xSSC, sonda (rDNA
45S; 100-200ng plI'), DNA de blogueio (salmio), SDS 10% e &gua. Depois de
acrescentada a mistura de hibridizacdo nas laminas, estas foram colocadas em um
termociclador, sendo submetidas a trés ciclos de 10min cada, as temperaturas de 90°C,
50°C e 38°C. As laminas foram entdo mantidas na estufa a 37°C, em camara umida e
no escuro, por toda a noite. Foram feitos os banhos pés-hibridagao, primeiramente com
2xSSC a 42°C por 5 min, formamida 20% (20ml de formamida para 80ml de 0,1xSSC) a
42°C por 10 min, 0,1xSSC a 42°C por 5 min e outro novamente em 2xSSC a 42°C por 5
min, 4xSSC/Tween 20 0,2% a 42°C e outro com 4xSSC/Tween 20 0,2% a temperatura
ambiente. Todos os banhos foram feitos sob agitacdo. As lAminas foram tratadas com
50ul de BSA 5% por 5 min. Foram adicionados 50ul da solu¢do de deteccao, contendo

1:100 de avidina-FITC, e os cromossomos foram contracorados com iodeto de propidio.

2. Analise das laminas e elaboracao dos cariétipos

A andlise das laminas foi feita em microscopio éptico (bandamentos C e AQNOR)
e de epifluorescéncia (hibridagao in situ e bandamento CCD). Para as fotomicrografias
de bandamento C e AgNOR foi utilizado filme preto e branco, ISO 25, enquanto que,
para as fotomicrografias de bandamento CCD foi utilizado filme preto e branco, ISO
100. As fotografias da hibridagdo in situ foram feitas com filme colorido Kodak
Prolmage, ISO 100. Foram observadas, no minimo, 10 células em condicdes

adequadas de espalhamento e contracao cromossdémica para cada coloracao.

101



Foi utilizado o ideograma de V. geminata previamente apresentado por OLIVEIRA
et al. (em preparagdo 1) para se indicar a localizacdo das bandas C, CMA e DAPI e
NOR, assim como de sitios de rDNA 45S. Os autores utilizaram a coloracao
convencional de Giemsa (GUERRA 1983) e a classificacdo de nomenclatura
cromossémica sugerida por GUERRA (1986). No ideograma, baseado na anadlise de 10
metafases mitéticas, os cromossomos foram arranjados pela forma e nao pelo tamanho,
seguindo os estudos anteriores de DEMATTEIS (1998) e DEMATTEIS & FERNANDEZ (1998),

em que foram apresentados caribtipos de espécies da tribo Vernonieae.
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Resultados

A espécie apresentou dois pares de bandas C, uma terminal, localizada no brago
curto do quarto par de cromossomos submetacéntricos e, outra centromeérica, localizada
no brago curto do segundo par de cromossomos submetacéntricos (Figura 1 e 2A).

Foi observado um par de bandas CMA" na regidao terminal do brago curto do
quarto par de cromossomos submetacéntricos (Figura 1 e 2C). A espécie nao
apresentou bandas DAPI (DAPI neutro).

O bandamento NOR possibilitou a visualizardo de dois pares de bandas, uma na
regidao terminal do braco curto do quarto par de cromossomos submetacéntricos e, outra
na regido centromérica do brago curto do sexto par de cromossomos metacéntricos
(Figura 1 e 2E). O nucleo interfasico apresentou quatro bandas NOR.

A hibridagéo in situ evidenciou dois pares de sitios de rDNA 45S, um na regido
centromérica do braco curto do sexto par de cromossomos metacéntricos e, outro na
regidao terminal do brago curto do quarto par de cromossomos submetacéntricos (Figura

1 e 2B).
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Discussao

Segundo RuUAs et al. (1991), DEMATTEIS (1996, 1998), DEMATTEIS & FERNANDEZ
(1998, 2000) e OLIVEIRA et al. (em preparagao 1 e 2), em Vernonia, a cariotipagem com
técnicas convencionais nao discrimina muito bem as espécies ja estudadas, devido a
pequena variacdo de tamanho cromossdmico e de posicao centromérica. Dentre as
espécies de Vernonia, pertencentes a subsecao Axilliflorae, estudadas por OLIVEIRA et
al. (em preparacao 1), V. geminata é a que possui cariotipo mais diferenciado, por ser a
unica que possui 2n=20 (padrao do grupo é x=16), por possuir Cromossomos com maior
amplitude de variagdo de tamanho (2,0 a 4,6um) e, por apresentar maior propor¢ao de
cromossomos submetacéntricos, em relacdo aos metacéntricos (6m+4sm). Estudos
envolvendo técnicas que promovem a diferenciacdo linear dos cromossomos sao
inexistentes para espécies do género, de forma que ndo ha muitos padrbes de

comparag¢ao com os resultados aqui obtidos.

A coincidéncia entre algumas bandas e localizagdo das mesmas no bandamento
C e CMA sugere que algumas regides de heterocromatina constitutiva em V. geminata
sao ricas em pares de base CG. Em uma revisao feita por GUERRA (2000), o autor
estabelece que a técnica de bandamento C, associada a coloracdo com fluorocromos,
foi reconhecida como sendo um método confiavel para distinguir tipos de
heterocromatina em plantas, apesar de algumas regides de bandas C reagirem de
forma neutra com fluorocromos. GUERRA (2000) também observou que a
heterocromatina mais caracteristicamente detectada com fluorocromos foi a NOR-
heterocromatina, quase sempre CMA®™ e DAPI. Os resultados obtidos no presente

estudo, condizem com esse padrdao, pois O quarto par de Ccromossomos
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submetacéntricos apresentou no brago curto bandas C e CMA+ (Figura 1 e 2A,C,D), no
entanto apresentou banda DAPI neutra.

Com a utilizagdo da hibridagao in situ para a regido de rDNA 45S, uma técnica
bastante confiavel para o reconhecimento da NOR-heterocromatina em plantas
(GUERRA 2000), foi identificada novamente a mesma na regido terminal do quarto par de
cromossomos submetacéntricos e na regido centromérica do braco curto do sexto par
de cromossomos metacéntricos, junto as bandas NOR (Figura 1 e 2B, D). De acordo
com TORREL et al. (2003), em Artemisia, sitios de rDNA sdo sempre ricos em GC e
basicamente ligados as NORs. Esse mesmo padrdao também ocorre em outras plantas,
como Hypochaeris (CERBAH et al. 1995), Pinus (DOUDRICK et al. 1995), Dendranthhema
(KONDO et al. 1996a), Chrysanthemum (KONDO et al. 1996b) e Picea (SILJAK-YAKOVLEV
et al. 2002). No entanto, pode ndo haver sempre coincidéncia no numero de sitios de
rDNA 45S e bandas NOR, pois o bandamento NOR detecta somente as regides ativas,
que estdo sendo transcritas na intérfase que antecede a divisao celular e, a hibridacao
in situ, detectas as regides ativas e inativas (MURRAY et al. 1992). Em Lathyrus sativus,
MURRAY et al. (1992) ndo encontraram relagao entre o numero de sinais de hibridagao e
o numero de bandas NOR, relatando que um dos sitios detectado pela sonda estava
inativo. Da mesma maneira, GALASSO et al. (1995) relataram em Vigna unguiculata que,
dentre multiplos sitios de rDNA 45S apenas os quatro maiores apresentarm marcacao
pelo nitrato de prata, resultado interpretado como uma inativacao das NOR. SHi et al.
(1996) relataram também que em Glycine max e Phaseolus vulgaris, na interfase, nem
todos os sinais de rDNA 5S e 45S associavam-se ao nucléolo. Por outro lado, em V.
geminata ha coincidéncia no mesmo numero de bandas NOR e de sitios de rDNA 458S.

OLIVEIRA et al. (em preparagaol) ndo observaram constricdes secundarias e satélites
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com técnicas de coloragcao convencional em V. geminata, confirmando as limitacdes
dessa técnica na detecgdo de regides organizadoras do nucléolo, ja relatados por
outros autores, como BERG & GREILHUBER (1993).

A semelhanca entre a regido corada positivamente com CMA e o sitio de rDNA
45S (regido terminal do brago curto do quarto cromossomo submetacéntrico, Figurai)
demonstra que a regido CMA™ é composta por rDNA 45S, porém nem todos os sitios de
rDNA foram corados positivamente com CMA (regido centromérica do braco curto do
sexto par de cromossomos metacéntricos, Figura 1). TORREL et al. (2003) observaram,
em Asteraceae, nos subgéneros Artemisia e Seriphidium, pertencentes ao género
Artemisia, que os sitios de rDNA 5S estdo presentes em menor quantidade que os de
18S-5.8S-26S e que, o loci de DNAr aparece, na maioria das vezes, na regiao terminal
do cromossomo e podem ocorrer na regiao rica em C-G, mostrando que nao ha sentido

dividir Artemisia nesses dois subgéneros.

Em um estudo realizado por GUERRA et al. (2000), o aspecto de bandas
heterocromaticas mostrou-se util também para identificar padrées evolutivos dentro de
alguns grupos. Ao estudar o padrdo de bandas heterocromaticas, em Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae, os autores observaram que os géneros mais basais dentro do
grupo apresentam menores quantidades de heterocromatina do que os géneros mais
derivados. Essa tendéncia também foi observada em outras familias, em géneros, como
Sesbania Scop. (FORNI-MARTINS & GUERRA 1999) - Leguminosae, Capsicum (MOSCONE
et al. 1996) - Solanaceae e Scilla (GREILHUBER et al. 1981) - Hyacinthaceae. Segundo
Ruas et al. (1991), DEMATTEIS (1996, 1997) e DEMATTEIS & FERNANDEz (1998), em

Vernonia espécies mais basais apresentam nimero cromossémico basico x=10 e x=17
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e possuem cromossomos maiores (entre 1,9 e 2um), enquanto que, as mais derivadas
apresentam x=14 e 15 e, seriam um pouco menores (1,3 a 1,4um). Com base nesse
pressuposto, € possivel inferir que V. geminata pode ser primitiva, ja que de acordo com
OLIVEIRA et al. (em preparagdo 1) a mesma também apresenta nimero cromossémico
multiplo de 10 (2n=20) e os maiores cromossomos (2,0 a 4,6um) dentre as oito
espécies pertencentes a subsecao Axilliflorae sensu BAKER (1973). Entretanto, dentre
as oito espécies pertencentes a subsecao Axilliflorae sensu BAKER (1973), a espécie
também foi a que apresentou caridtipo mais assimétrico, contrariando a idéia de
primitividade da mesma, tendo em vista que a assimetria cariotipica seria uma condi¢ao
derivada (STEBBINS 1971) V. geminata apresentou apenas dois pares de bandas
heterocromaticas (Figura 1 e 2A), porém infelizmente ndao ha dados comparativos em
outras espécies de Vernonia. A impossibilidade de comparacdo também se aplica em
relacdo as demais técnicas, como os bandamentos CMA, DAPI, NOR e sitios de

hibridacao in situ.
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Figura 1 - Ideograma de V. geminata indicando, nimero e posicao de bandas C, CMA",
NOR e numero de sitios observados na hibridacdo in situ (FISH) para DNA 45S.

m=metacéntrico, sm=submetacéntrico.
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Figura 2 — Cromossomos mitéticos de Vernonia geminata (2n=20). A — Bandamento C
(setas = bandas), B — Hibridacdo in situ (FISH, setas = sitios de DNAr 45S), C —
Bandamento CCD — CMA (setas=bandas CMA+), D — Bandamento CCD — DAPI e E —

Bandamento NOR (setas=bandas NOR). Barra = 10um.
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V1. CONSIDERACOES FINAIS

1. Este trabalho contribuiu para um melhor conhecimento cromossémico
do género Vernonia, incluindo contagens para 14 espécies. Deste modo o
numero de espécies de Vernonia sul-americanas com cariétipo analisado
passou de oito para 20.

2. Em todos os carittipos analisados houve predominio de cromossomos
metacéntricos, porém alguns submetacéntricos, em geral de menor tamanho,
foram encontrados. Os cromossomos das espécies de Vernonia estudadas
variam de 0,9 a 4,9um.

3. Foram encontrados citétipos, ou racas cromossdémicas, em duas
espécies, V. polyanthes e V. remotiflora. Duas populacdes de V. polyanthes
apresentaram 2n=34 enquanto uma apresentou 2n=32 e, em V. remotiflora, a
diferenca se deu na férmula cariotipica de duas populacdes. No entanto, a
ocorréncia deste fenbmeno, em V. remotiflora, pode ser decorrente de
procedimentos de técnica, que podem levar, por exemplo, a um grau de
condensacao cromossdmica diferencial. Em V. polyanthes a diferenca
cariotipica pode ser decorrente de hibridizacao, ja que a populagdo com 2n=32
possui caracteristicas intermediarias de V. rubriramea e V. polyanthes, ou
ainda indicar polimorfismo intraespecifico.

4. Observou-se variagdo cromossémica intraespecifica numérica em V.
geminata, pela ocorréncia de até seis cromossomos B (2n=20+0-6B) em

células de uma das duas populagbes estudadas (pop.2).

5. Foram encontrados sete numeros cromossémicos diferentes: 2n=20,

30, 32, 34, 36, 40 e ca.80, sendo os mais freqlentes 2n=32 e 34.
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6. Foram apresentadas contagens inéditas para sete espécies: V.
adamantium (2n=40), V. geminata (2n=20 e 20+0-6Bs), V. riedelli (2n=36), V.
chamissonis (2n=30), V. shwenkiaefolia (2n=34), V. buddleiaefolia (2n=32) e V.
onoporoides (2n=ca.80).

7. Até o momento, parece existir ténue relacdo entre os numeros
cromossémicos obtidos no presente trabalho e os de literatura, com a
conceituacdo taxondmica de ROBINSON (1999a) para o0s géneros
Lessingianthus, Vernonanthura e Chrysolaena, considerados a partir do
desmembramento de Vernonia sensu BAKER (1873).

8. Em V. geminata, a coincidéncia entre algumas bandas e localizacao
das mesmas no bandamentos C e CMA sugere que algumas regides de
heterocromatina constitutiva sdo ricas em pares de base CG. A semelhancga
entre a regido corada positivamente com CMA e o sitio de rDNA 45S
demonstra que a regido CMA" é composta por rDNA 45S, porém nem todos os
sitios de rDNA foram corados positivamente com CMA. Houve coincidéncia

entres a regides coradas com nitrato de prata e os sitios de rDNA 458S.
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