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“Uma longa viagem comeca
com um unico passo”.

Lao-Tse.

“O importante, é transformar as pedras
de nosso caminho, em degraus para
se transpassar os obstdculos que nele
surgem”.

Andnimo

“Ver o que estd a frente de nossos
olhos exige um esforco constante”.

George Orwell.

“Se vi mais longe, foi por ter-me
colocado nos ombros de gigantes™.

Isaac Newton.
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1. RESUMO

Os géneros Lippia, Aloysia e Lantana sdo morfologicamente muito semelhantes
apresentam diversos problemas taxondmicos para delimitagio de suas espécies e dos
proprios géneros. No presente trabalho, as espécies Lippia alba, Aloysia virgata ¢ Lantana
camara, da flora brasileira, foram caracterizadas através da analise de células mitéticas e
metdticas. Diversas fases do ciclo celular meidtico foram identificadas e caracterizadas.
Observou-se o comportamento normal dos cromossomos ¢ a formagdo de 15, 18 e 22
bivalentes durante o dipléteno e diacinese, para as espécies L. alba, A. virgata e L. camara,
respectivamente. A andlise das células mitoticas permitiu um estudo detalhado do cariétipo
das trés espécies. L. alba apresentou wm ntimero dipléide de 2n = 30 cromossomos,
metacéntricos e submetacéntricos, dois pares com constricdio secundaria, cerca de 52 % de
heterocromatina especialmente rica em AT, trés pares com as regides organizadoras do
nucléolo (NORs) na regifio telomérica dos cromossomos, ¢ um par de cromossomos
portando sitios de tDNA 58. Através dessas analises foi possivel diferenciar L. alba de L.
geminata, espécies sinonimizadas morfologicamente. A. virgata apresentou 2n = 36
cromossomos, todos metacéntricos, dois pares portando constricdo secundana e dois pares
com NORs, cerca de 64 % de heterocromatina especialmente rica em AT e um par de
cromossomo com sittos de TDNA 58. L. camgara apresentou 2n = 44 cromossomos
metacéniricos, quatro pares com constricio secundaria e trés pares de cromossomos
carregando as NORs, cerca de 68 % de heterocromatina especialmente rica em CG e dois
pares de cromossomos com sitios de rDNA 58. A técnica de hibridagéo in situ fluorescente
(FISH) mostrou-se um importante marcador citogenético, permitindo sugerir uma origem
dipléide para as espécies L. alba e A. virgata (com 2n = 2x = 30 ¢ 36, respectivamente). A
espécie L. camara possivelmente tenha uma origem poliploide (2n = 4x = 44) apesar da
presenca constante de bivalentes durante a meiose. Caracterizou-se também a morfologia
do nicleo interfisico em células mitoticas para as trés espécies, L. alba apresentou micleo
areticulado e L. camara e A. virgata apresentaram micleos semi-retrculados. Através da
analise dos cariotipos for possivel diferenciar as trés espécies, corroborando diversos

estudos morfologicos, que colocam esses géneros como entidades taxondmicas distintas.
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No entanto, sugere-se que outras espécies sejam analisadas afim de verificar se esses

pardmetros citogenéticos poderdo ser utilizados como marcadores gerais para cada género.
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2. ABSTRACT

Lippia, Aloysia and Lantana genera are morphologically very similar and present
several taxonomic problems at the establishment of their species and their own genera. In
this work, the Lippia alba, Aloysia virgata and Lantana camara from Brazilian flora were
characterized through the analyses of mitotic and meiotic cells. Several phases of the
cellular cycle were 1dentified and characterized. It was observed the normal behaviour of
the chromosomes and the formation of 15, 18 and 22 bivalents during the diplotene and
diakinesis stages for the L. alba, A virgata and L. camara, respectively. The analysis of
mitotic cells allowed a detailed study of the three species kartotype. L. alba presented a
diploid mumber of 2n = 30 metacentrics and subrnetacentrics chromosomes, two pairs with
secundary constriction, about 52% of especially AT-rich heterochromatin, three pairs with
mucleolar organizer regions (NORs) at the telomeric chromosome region and one
chromosome pair with tDNA 358 sites. Through these analysis, it was possible to differ L.
alba from L. geminata, synonymous species at morphological level. 4. virgata presented 2n
= 36 metacentric chromosomes, two pairs with secundary constriction, about 64% of
especially AT-rich heterochromatin, two pairs with NORs and one pair with tDNA 58 sites.
L. camara presented 2n = 44 metacentric chromosomes, four pairs with secundary
constriction, about 68% of especially CG-rich heterochromatin, three pairs with NORs and
two chromosome pawrs with fDNA 5S. The fluorescent mm situ hibridization (FISH)
techmque has show to be na important cytogenetic marker, allowmg the suggestion of a
diploid origin for L. alba and 4. virgata species (with 2n = 2x = 30 and 36 chromosomes),
respectively. L. camara specie possibly has a polyploid ornigm (2n = 4x = 44
chromosomes), besides the constant presence of bivalents during meiosis. It was also
characterized intherfasic nucleus morphology in mitotic cells for three species, in which L.
alba presented areticulate nucleus, while 4. virgafa and L. camara presented semi-
reticulate nucleus. Through karyotype analysis, it was possible to differ the three species,
corroborating several morphological studies, which place these genera as distinct
taxonomic entities. However, it is suggested the analysis of other species in order to verity

if these cytogenetic parameters could be used as general markers for each genus.
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3. INTRODUCAO GERAL
3.1. Importincia do estudo de plantas medicinais

A pesquisa de novas drogas a partir de recursos naturais, especialmente a partir de
plantas, vem ganhando grande imporiincia nos ultimos dez anos (Drews, 2000).
Atualmente, o mercado mundial de fitoterdpicos estd avaliado em 12,4 bilhdes de délares.
No Brasil, somente o mercado interno no ano de 1994 movimentou cerca de 355 milhdes
de dolares (Mendelsohn & Balick, 1995; Ferreira et al., 1998).

A vegetacdio, em particular a tropical, tornou-se importante foco para obtencio de
fitoterapicos em fungdo da rica biodiversidade que abriga, fonte potencial de principios
ativos para utilizagdo na medicina no combate as mais variadas doencas (Famsworth &
Soejarto, 1991; Drews, 2000). A grande difusdo da fitoterapia tem estimulado as pesquisas
e propiciado a extrac@io de novas e eficazes drogas a partir de plantas (Jain, 1994; Brito,
1996; Goldman, 2001; Rates, 2001, Talalay & Talalay, 2001). Paralelamente, &
reconhecide o fato de que apenas pequena parcela dessa biodiversidade foi estudada
(Famsworth & Soejarto, 1991). Prova disso ¢ que os 122 produtos quimicos extraidos de
plantas mais utilizados no mundo foram isolados de menos de 94 espécies, representantes
de um universo de aproximadamente 250.000 espécies vegetais (Principe, 1991;
Elsabetsky & Costa-Campos, 1996; Soejarto, 1996; Soejarto ef al., 1996, Wilson, 1997,
Fabricant & Famsworth, 2001).

Os trabalhos com plantas medicinais ganharam grande impulso no Brasil a partir de um
Programa de Pesquisas com Plantas Medicinais (PPPM) estabelecido pela Central de
Medicamentos (CEME), que elaborou uma lista de 74 espécies de plantas consideradas
importantes (Ferreira ef al., 1998).

Como instrumento de analise da biodiversidade, a taxonomia classica freqiientemente
tem se baseado apenas em caracteristicas morfologicas. Informagdes citogenéticas tém
contribuido de forma complementar ou mesmo na reformulagéo de hipoteses filogenéticas,
ambientais ou fisioldgicas (Stebbins, 1971, Qumsiyeh & Baker, 1988; Stevens &
Bougourd, 1991; Poggio ef al., 1993; Singh, 1993; Hoshino & Waterway, 1994; Duarte &
Caparroz, 1995, Thomas, 1995; Dematteis, 1998). Os estudos citogenéticos também tém
contribuido no sentido de ampliar a wutilizagfio de recursos naturais. Lamaison & Carnat
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(1988), trabalhando com Achillea millefolium (mil-folhas), uma planta medicinal utilizada
principalmente como antiespasmédica e antiinflamatéria, relacionaram o teor de principio
ativo de trés sub-espécies a diferengas no nimmero cromossdmico, constatando que a sub-
espécie com maior mimero de cromossomos apresentou maior quantidade de principio
ativo. No que diz respeito ao estudo das plantas medicinais, a familia Verbenaceae foi
incluida entre uma das mais importantes, ja que possui varias espécies com agio medicinal
comprovada. Os trabalhos oriundos dos estudos na familia concentraram-se principalmente
nas areas toxicologica e terapéutica, sendo poucos estudos destinados ao conhecimento € a
conservacgio da biodiversidade (Brito & Brito, 1993).

3.2. A familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae estd incluida na sub-classe Asteridae e ordem Lamiales (Judd ef
al., 1999). Ocorre praticamente em todos os ecossisteras terrestres, sendo uma das cinco
familias mais mportantes entre as dicotiledéneas dos campos rupestres (Giulietti ef al,
1987). A familia inclui, segundo Cronquist (1988), aproximadamente 2600 espécies
reunidas em 100 géneros com distribui¢io pantropical. Um estudo taxondmico mais recente
baseado na morfologia e seqiienciamento do gene rbel. de cloroplasto (enzima ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase), coloca a familia Verbenaceae como monofilética, incluindo a
subfamilia Verbenoideae. A familia possui ainda, 36 géneros e 1035 espécies (Judd et al,
1999).

Diversos géneros dentro da familia tém sido motivo de destaque em fungéo de suas
propriedades medicinais ¢ omamentais, destacando-se entre eles os géneros Aloysia,
Lantana, e principalmente Lippia (Salimena-Pires, 1991; Bonzani et af, 1997; Salimena,
2000).

3.3. Os géneros e as espécies em estudo
3.3.1. Lippia L.
O género Lippia (Verbenaceae, Lamiales) foi descrito por Linnaeu em 1753. Segundo
Salimena (2000), esse género retne cerca de 200 espécies, principalmente distribuidas nos
trépicos € subtropicos, com trés centros de diversidade, Brasil, Argentina € México. O
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Brasil ¢ o maior deles, com aproximadamente 111 espécies. Contudo, a estimativa do
mimero de espécies no género tem sido sempre motivo de muita controvérsia. De acordo
com caracteristicas morfoldgicas, autores como Schauer (1847), Bentham & Hooker {(1876)
e Briquet (1897), consideravam os géneros Aloysia, Acantholippia ¢ Phyla como
sindmimos, se¢bes ou subgéneros de Lippia. O mesmo ocorre com Nash & Nee (1984) que
ndo acertaram a segregaciio desses a partir de Lippia. Outros autores como Troncoso
(1974), Botta (1980) e Salimena (2000) consideram os géneros acima citados distintos.
Méndez-Santos (1993) apresentou uma discussdo sobre a validade dos Géneros Phyla e
Aloysia, considerados segregados a partir de Lippia. Considerando tais controvérsias, &
possivel que a abordagem dada até o momento nio tenha sido suficiente para esclarecer
com precisdo as questSes taxondmicas dentro do grupo (Salimena, 2000).

Espécies do género apresentam propriedades medicinais comprovadas, destacando-se
entre elas Lippia alba (MILL.) N.E. BR., cujos constituintes quimicos tém agfo sedativa,
antiespasmodica, estomaquica, diurética, antireumatica, entre muitas outras (Bezerra, 1981,
Khishore ef al., 1983; Pio-Correa, 1984; Albuquerque, 1989; Di-Stasi ef al,, 1989; Dwivedi
et al, 1990; Gomes, 1990; Kishore & Mishra, 1991, Correg, 1992; Gomes ef al., 1993;
Santos, 1996; Costa, 1998; Vale et al,, 1999; Rao et al., 2000; Viana ef al., 2000).

Lippia alba, também conhecida como erva-cidreira, ¢ semi-arbustiva podendo
chegar a dois metros de altura. Floresce e frutifica durante todo o ano e em fungéio de suas
mmimeras propriedades medicinais a espécie recebe amplo destaque no género (Salimena,
2000).

3.3.2. Aloysia Ort. & Palau,

O género Aloysia (Verbenaceae, Larmiales) foi deserito por Ortega & Patau em 1807 ¢
apresenta-se amplamente distribuido nas Américas, desde o Sul dos EUA e México até o
norte da Patagénia, reunindo aproximadamente 30 espécies (Botta, 1979; Troncoso, 1980).

As espécles incluidas no género apresentam ampla semelhan¢a com o género Lippia,
criando varnos sistemas de classifica¢io na familia (Salimena-Pires, 1991).

Neste género também ba relatos de espécies com propriedades medicinais, cujos

constituintes quimicos possuem agio digestiva, estimulante, antigripal, antiespasmodica,
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antimaldria, além da utilizagdo industrial de sua madeira na fabricagio de implementos
agricolas (Troncoso, 1974; Lopez-Palacios, 1977, Botta, 1979, Bonzani ef al, 1997,
Andrada et al., 1998; Baelmans et al., 2000; Sanders, 2001).

Aloysia virgata, também conhecida como “lixeira”, apresenta-se distribuida
geograficamente pelo Brasil, Paraguai, Bolivia, Peru e norte da Argentina (Botta, 1979). A.
virgata ¢é semi-atbustiva podendo chegar a quatro metros de altura, floresce e frutifica
apenas uma vez por ano (setembro a janeiro). A espécie destaca-se por apresentar flores e
folhas fortemente arométicas, sendo cultivada para atrair diversos tipos de abelhas,
recebendo destaque no género (Salimena-Pires & Giulietti, 1998).

3.3.3. Lantana L.

O género Lantana (Verbenaceae, Lamiales) foi descrito por Linnaeus em 1733 e
atualmente compreende de 150 a 270 taxa (Cronquist, 1981; Moldenke, 1983). Apresenta
distribuigdo neotropical, com poucos representantes nativos na Asia ¢ Africa (Moldenke,
1973). Esta distribuicfo foi ampliada pelo cultivo de vérias espécies sob centenas de nomes
vulgares (Howard, 1969; Ghisalberti, 2000).

O género Lantana se destaca por apresentar espécies com diversas propriedades
anti-reumaticas, estomiquicas, estimulantes, febrifugas, sudorificas e contra afeccdes
bronco-pulmonares. Existem relatos da utilizagdo de espécies no controle biolégico e como
repelente de determinados insetos, além do uso terapéutico contra doengas como cincer,
maldna e Glceras. O género possui ainda espécies com propriedades toxicas e outras com
caracteristicas omamentais (Lopez-Palacios, 1977, Pio-Correa, 1984; Sinha & Sharma,
1984; Weenen et al., 1990; Herbert & Maffrand, 1991; Morton, 1994; Siddiqui ef al., 1995;
Dua er al., 1996; Kaushik, 1996; Wollenweber er al., 1997; Baars & Neser, 1999
Broughton, 2000, Ghisatberti, 2000; Pereira & Barreto, 2001; Sanders, 2001; Day &
McAndrew, 2002).

Lantana camara, também conhecida como cambard de espinhos, é nativa da
Aménica Tropical (Sinha & Sarma, 1984) e apresenta a maior distribuigio geografica entre
as espécies do género, ¢ semi-arbustiva podendo chegar a dois metros de altura, floresce e
frutifica durante todo o ano (Silva, 1999). A mudanca sucessiva e natural da cor de suas
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flores e a presenga de inumeras propriedades medicinais levou a espécie a receber amplo

destaque no género (Morton, 1994; Silva, 1999).

3.4. Citogenética
3.4.1. Ferramenta de estudo em alguns grupos vegetais

A citogenética tem sido utilizada como ferramenta fundamental na elucidacdo de
problemas taxonbémicos ou mesmeo na reformulagdo de hipoteses filogenéticas em muitos
grupos vegetais, uma vez que © canotipo é geralmente conservado, sendo uma
caracteristica muito mais constante na espécie do que a maiona dos parimetros
morfolégicos ou bioquimicos sujeitos a constantes alteragdes devido as variagSes
ambientais (Stebbins, 1971; Guerra, 1988; Qumsiyeh & Baker, 1988; Stace, 1989; Stevens
& Bougourd, 1991, Poggio ef al., 1993; Singh, 1993; Hoshino & Waterway, 1994; Duarte
& Caparroz, 1995; Thomas, 1995; Dematteis, 1998; Judd et al., 1999 e Guerra et al., 2000;
Stace, 2000). No que diz tespeito &s plantas medicinais, uma classificagdo taxonémica
precisa ¢ de fundamental importincia para que se tenba real controle do material de
interesse. Schnack & Covas (1945) segregaram o género Glandularia a partir do género
Verbena, utilizando pardmetros citogenéticos.

Varias metodologias citogenéticas podem ser realizadas afim de ajudar na
diferenciagdio ou mesmo na caracterizagio das espécies ou grupos em estudo, tais como
identificacdo do namero cromossdmico, anahise do cariétipe (tamanho dos crornossomos,
posicio do centrdmero e presenca de constrigbes mnos cromossomos), estudo da
heterocromatina através das técnicas de bandamento C e fluorocromos ¢ deteccdo da regido
organizadora do nucléolo (NOR), através das técnicas de impregnacédo por prata (Ag-NOR)
e hibridacdo in sity fluorescemte (FISH), além da detec¢do de seqiéneias de DNA
repetitivo, como rDNA 58. A citogenética permite ainda, através de analises em células
meidticas estudar o comportamento dos cromossomos, verificar o nivel de ploidia,
identificar hibridos, que ocorrem com grande freqiéncia em vegetais e verificar a
regularidade no processo de reprodugéio sexuada, através da fertilidade (Singh, 1993; Stace
2000).
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3.4.2. Cariotipo

O estudo do cariétipo ¢ um importante instrurnento na definicio de uma espécie, ja
que permite reconhecer o numero basico do grupo, contribuindo assim, de forma
importante em estudos citotaxondmicos (Stace, 2000, Pitrez e al., 2001). No entanto, os
cariétipos podem softer alteragdes numéricas através da perda ou adigo de cromossomos.
As variagOes numéricas também podem ocorrer através de processos de fusdo ou fissdo,
sem que haja perda ou ganho aparente de material genético critico. O tamanho, a posigio
do centrbmero, a presenga de constricdes, o ntmero de NORs ¢ a identificacio de
sequéncias repetitivas, sdo importantes variagies que podem OCOITEr NOS CrOMOSSOMOS e
sfo utilizados em estudos comparativos na diferenciacio de diversas espécies (Sharma &
Datta, 1959; Roy & Singh, 1967; Federov, 1969; Fouzard & Tandon, 1975; Lavania &
Sharma, 1980; Narayan & Durrant, 1983 Kuryan & Narayan, 1987; Broich, 1989; Murray
et al., 1992; Battistin & Fernandez, 1993; Battistin & Fernandez, 1994; Stace, 2000; Pitrez
et al, 2001).

Guerra (1982) diferenciou espécies do género Crepis a partir de padrdes de banda.
C. Sanso & Hunziker (1998) diferenciaram espécies do género Alstroemeria ¢ Bomarea a
partir de variagSes no cariétipo (variagfio 1o nimero cromossdmico, variagio no tamanho
dos cromossomos, além da variagdo no niimero e posigdo das constricbes secundarias).
Battistin e al. (1999) analisaram 15 populacdes e quatro espécies de Lathyrus L. e
concluiram que todas eram diploides com origem dipléide 2n = 2x = 14 cromossomos. As
espécies foram diferenciadas a partir de diversas variagdes no cariotipo, tais como posi¢io
da constrigio secundaria e do centrdmero, ntmero de constrigdes secundarias e variacdo no
tamanho dos cromossomos. Guerra & Félix (2000) diferenciaram espécies do género
Nothoscordum a partir de diferengas relacionadas 4 distribuigdo de bandas C, fluorocromos
¢ cistrons ribossomais. Pitrez ef al. (2001) caracaterizaram espécies da familia
Commelinaceae a partir do nlimero cromossdmico, de padrdes de banda C e presenca de
constrigdes secundérias. Raina ef al. (2001) diferenciaram espécies de Vicia a partir do
mapearnento de genes IRNA 18S8-5,85-26S e 38.
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3.4.3. Estude da heterocromatina

Heitz (1928) definiu como heterocromatina segmentos cromossdémicos que
permaneciam condensados durante todo o ciclo celular. Brown (1966) concluin que
existem pelo menos dois tipos de heterocromatina: a facultativa, que ¢ definida como um
tipo de cromatina que ora se comporta como heterocromatina e ora se comporta como uma
tipica eucromatina, ¢ a heterocromatina constitutiva, que permanece condensada durante
todo o ciclo celular em todas as células do individuo e geralmente encontra-se em blocos,
na mesma posigio € na mesma quantidade nos cromossomos homoéloges. A
heterocromatina constitutiva € caracterizada pela presenga de sequéncias de DNA curtas
altamente repetitivas e transcricionalinente inativas (John, 1988; Sumner, 1990; Redi ef al,
2001; Alberts et al., 2002).

A presenca de grande quantidade de heterocromatina € uma caracteristica que ocorre
em alguns grupos vegetals. A sua presenga representa um fator importante em estudos
evolutivos e seu aumento pode estar relacionado ao aumento da biomassa dos organismos
(Edelman & Lin, 1995). Alguns relatos sugerem que homens apresentam a sindrome do
XYY séo mais altos que homens normais. Homens que possuern dois cromossomos X e
dois Y, sdo até 5 cm maiores que homens XYY. A justificativa para essa diferenga de altura
estaria telacionada ao brago longo do cromossomo Y, j4 que o mesmo apresenta alta
quantidade de heterocromatina (Ford, 1973). Evidéncias também sugerem que a
heterocromatina interfere na replicagfo do DNA, no volume nuclear, no tamanho da célula,
na estrutura do cromossomo e na expressdo génica, além, de influenciar na organizacio do
genoma, 1o ciclo celular, na taxa de desenvolvimento e na evolugdo dos organismos (Van't
Holf & Sparrow, 1963; Bennett, 1977; Redi et al,, 2001). Existem relatos sobre a utilizagdo
da vanagéo de heterocromatina em estudos de cariosistematica, filogenia e na solugéo de
problemas genéticos (Schwarzacher et al,, 1980; Artoni ef al, 1999; Grif, 2000). Alguns
autores defendem a idéia de que a existéncia de pouca heterocromatina no cariétipo indica
uma condigdo plesiomérfica e muita heterocromatina indica uma condigdo apomorfica para
a espécie (Greilhuber, 1979, lkeda, 1988; Morawetz & Samuel, 1989; Roser, 1994; Redi ef
al., 2001). Esta caracteristica é considerada uma tendéncia geral para os grupos vegetais em

niveis supra e infra-genéricos, comumente interpretado como um actmulo de

19



heterocromatina durante a evolugdo. Estudos da diferenciagio longitudinal em
cromossomos de algumas espécies de Sesbamia sugeriram que a presenca de muita
heterocromatina indicaria uma linha evolutiva diferenciada para o género, enquanto que
uma pequena quantidade de heterocromatina representa uma condigdo ancestral para o
grupo (Forni-Martins & Guerra, 1999). Conclusdes similares também foram sugeridas
anteriormente por Greilhuber er al (1981) e Moscone et al. (1996} para outros taxa
estudados. Guerra et al (2000) utilizaram variagdes observadas na quantidade de
heterocromatina e padrSes de bandamento em Aurantioidae como ferramenta na
identificagdo de hibridos intergenéricos no grupo.

Para detecgio da heterocromatina constitutiva utiliza-se normalmente a técnica de
bandamento C. Entretanto, pode ser utilizada também a coloragdo com fluorocromos,
como 4°-6° diamidino-2-fenilindol (DAPI) que detecta heterocromatina constitutiva rica em
pares de base AT, e cromomicina A (CMA) que detecta regides ricas em CG, permitindo
uma analise quantitativa mais detalhada das regites heterocromaticas. Para identificacio de
outros padrSes de bandamento, podem ser utilizadas metodologias como bandamento N e
Ag-NOR (Summer, 1990).

O bandamento C foi descoberto por Pardue & Gall (1970) que sugeriram que as
regides evidenciadas eram constituidas basicamente por DNA altamente repetitivo,
denominado de DNA satélite. Posteriormente, foi encontrado DNA altamente repetitivo nas
regides banda C-positivas em varias espécies. No entanto, existem casos por exemplo, em
que a regiio centromérica do cromossomo 10 em hamster chinés mostrou-se
completamente positiva para a técnica de banda C, mas nfio apresentava alta proporgio de
DDNA repetitivo (Arrighi ef al., 1974).

O mecanismo bioquimico para explicar o bandamento C foi proposto por Holmaquist
(1979), que detectou uma extragdio diferencial do DNA, apresentando basicamente trés
etapas: tratamento 4cido, onde ocorre a remocédo de purinas do DNA; tratamento alcalino,
gue provoca B-climinac@o da ribose que sofreu depurinacio e desnatura irreversivelmente o
DNA; e um tratamento salino, que remove os segmentos de DNA quebrados. Acredita-se

que a extragéo diferencial do DNA ocorra mais lentamente nas regides da heterocromatina
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constitutiva, embora ndo se conhega exatamente o motivo dessa sensibilidade diferencial ao
método (Sumner, 1990).

A grande importincia da utilizago dessa técnmica deve-se principalmente, &
identificacdo dos cromossomos através da quantidade ¢ ou posigdio das bandas nos
respectivos cromossomos, sendo possivel uma analise mais detalhada do cariotipo da
espécie. Em grupos vegetais ainda sdo poucos os géneros estudados com essa téenica. No
entanto, existem relatos recentes da andlise da heterocromatina com o auxilio de
fluorocromos. Em diversos grupos vegetals, varios autores tém relatado que a
heterocromatina constitutiva ¢ rica em AT (Schwarzacher & Schweizer, 1982; Guerrs,
1987h; Felix & Guerra, 2000, Yen-Yu ef al, 2001; Besendorfer ef «l, 2002). A
heterocromatina constitutiva rica em CG tem sido freqiientemente detectada associada as
regides organizadoras do nucléolo (NORs) (Schweizer, 1976, Deumling & Greilhuber,
1982; Guerra, 1987; Moscone ef al., 1995, 1996, Forni-Martins & Guerra, 1999, Guerra et
al, 2000; Yen-Yu ef al, 2001), caracteristica que Sinclair & Brown (1971) consideraram
como regra em grupos vegetais. Contudo existern também relatos de heterocromatina
constitutiva tica ou moderadamente rica em AT associada a NOR (Geber & Schweizer,
1987, Guerra ef al., 2000; Besendorfer et al., 2002).

3.4.4. Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs)

As NORs t8m sido extensivamente estudadas quanto a sua estrutura e fungdo, sendo
consideradas um importante marcador citogenético para o estudo citotaxondmico (Spies,
1984: Sumner, 1990). As NORs sdo sitios cromossdmicos formados por inttmeras unidades
repetidas “in tandem™, cada uma contendo os genes que codificam os RNA ribossomais
RNA) 188, 5.88 ¢ 268, os quais estio separados por segmentos intercalares transeritos
(TS) (Long & Dawid, 1980, Miller, 1981; Summer, 1950; Heslop-Harison, 2000). Além
dessas sequéncias, cada unidade repetitiva dos “clusters” de DNA nibossomal (tDNA)
apresenta uma seqiiéncia externa transerita (ETS) que antecede a seqiéncia correspondente
ao tRNA 188 (Mello, 2001; Alberts et af.,, 2002) e cada unidade encontra-se separada da
outra por uma seqiéncia denominda espagador intergénico (1GS).
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As NORs normalmente sio ricas em CG, principalmente nas regides que codificam
os tRNAs 18S, 585 e 26S (Schweizer, 1976 Deumling & Greilhuber, 1982; Guerra,
1987b; Sumner, 1990; Moscone et al,, 1995, 1996: Forni-Martins & Guerra, 1999 Guerra
ef al, 2000; Yen-Yu ef al, 2001) e geralmente sdo regides de constricdes secundarias,
(Henderson et al., 1972; Hsu et al., 1975; Besendorfer et al., 2002). No entanto, algumas
evidéncias mostram que nem todas as NORs aparecem como constrigbes secundarias
(Moscone et al., 1995).

A transcrigZo das NORs na mtérfase promove a formacio de mucléolos, que sdo
constituidos por proteinas relacionadas ao processo de transcrigdo de genes ribossomais que
representam cerca de 85%, além de DNA ¢ RNA ribossomais que podem representar até
17% e 10%, respectivamente (Mello, 2001). Nos nucléolos ocorre a sintese do transcrito
PImArio, seu processamento para a produgdo do rRNA 18S, 588 ¢ 26S e a associagio
desses TRNA com as proteinas ribossomais e o TRNA 5S (sintetizado fora do nucléolo e
depois transportado para ele) para a formagio das subunidades ribossomais 408 e 60S
(Mello, 2001). O tamanho, forma e o ntmero de nucléolos existentes na célula dependem
do estado funcional celular, variando conforme a espécie e, dentro de uma espécie, de
tecido para tecido e mesmo de célula para célula (Guerra, 1988; Moscone ef dl, 1995;
Mello, 2001, Alberts ef al, 2002). As diferencas morfologicas nucleolares que oferecem
maiores informagdes sobre as caracteristicas relativas as NORs e as suas atividades sdo
tamanho e nimero. Um aumento na sintese de ribossomos, resultante da ativacio de mais
NORs, promove uma fusdo entre elas e consequentemente entre os nucléolos. Quando a
célula entra em divisdo, ocorre a dispersio do nucléolo, originando varios nucléolos
pequenos. Geralmente células que dividem-se pouco apresentam um ou pouces nucléolos
(Surnner, 1990; Schwarzacher & Wachtler, 1993; Schwarzacher & Mosgoeller, 2000).

Além de ser o sitic de transerigiio de rRNA (188, 5.85 ¢ 265), o nucléolo apresenta
proteinas ndo ligadas a biogénese ribossomal que exercem importante papel no controle do
ciclo celular, como Cde4, Mdm2, Pch? (Schwarzacher & Mosgoeller, 2000; Visintin &
Amon, 2000). Responsivel também pela sintese de alguns RNAs transportadores de
fungos, além da maturagiio do RNA da particula de reconhecimento de sinal {SRP) e por
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outras modificagdes pos-transenicionats de pequenos RNAs nucleares (snRNA), tais como a
metilagdo do RINA spliceossomal U6 (Olson ef al., 2000).

A detecgo das NORs para andlise do nimero, tamanho e a localizagio
cromossomica pode ser feita através da utilizacdo de técnmicas citoquimicas, como
bandamento N, coloragéo com cromomicina A (CMA), impregnacio por ions de prata (Ag-
NOR) ou pela técruca de hibridacfio in situ fluorescente (FISH).

O bandamento N envolve a extragdo de 4cidos nucléicos e histonas dos
cromossomos, seguida pela coloragiio com Giemsa (Matsui & Sasaki, 1973). No entanto,
Faust & Vogel (1974) sugeriram que esse bandamento evidenciaria heterocromatinas
especificas adjacentes 4s NORs e ndo o tDNA dessas regides. A técnica proposta em 1973
sofreu inumeras modificagdes e mostrou-se capaz de detectar NORs em muitas espécies
(Sumner, 1990).

A coloragio com CMA ocorre em regides gendmicas ricas em CG, podendo
evidenciar ndo s6 a NOR, como também muitos outros segmentos ricos em CG, como
certas regides heterocromaticas (Matsuyama et al., 1996; Guerra et al., 2000; De Melo er
al., 2001).

A detecgio pela impregnagio do jon de prata (Ag-NOR) é o método mais utilizado
para identificacio das NORs, embora detecte apenas as NORs que estiverem
funcionalmente ativas na intérfase (Schwarzacher & Ambros, 1979; Fukui & Nakayama,
1996; Besendorfer ef al,, 2002). Essa técnica foi proposta primeiramente por Howell ef al.
{(1975) e sofreu intmeras modificagdes ao longo dos anos. O procedimento sugerido per
Howell & Black (1980) é o mais utilizado.

O método Ag-NOR baseia-se na afinidade de proteinas 4cidas associadas as NORs
ativas na mtérfase pelo ion da prata. Essas proteinas argirofilas, também conhecidas como
proteinas Ag-NOR, permanecem associadas as NORs mesmo durante a mitose e até o
paquiteno da meiose. Varios estudos estio sendo desenvolvidos para identificar tais
proteinas. Algumas como RNA polimerase | (Scheer & Rose, 1984), nucleolina (Ochs et
al., 1983), DNA topoisomerase 1 (Guldner ef af., 1993), pl35 (Pfeifle ef of., 1986) ¢ UBF
(Chan et al, 1991) ja foram identificadas. Alguns estudos realizados na observagio do

aumento nucleolar em células tumorais, sugerem que proteinas envolvidas no preparo dos
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genes nbossomais para a duplicagio também sejam argirofilas (Treré et al, 1989). O
dominio protéico responsavel pela impregnagio da prata também esta sendo investigado.
Alguns pesquisadores acreditam que a afinidade da prata se da pelo grupo fosfato (Satoh &
Busch, 1981; Hubbell, 1985), outros, pelos grupos carboxilas (Olert e al., 1979, Buys &
Osinga, 1984), existem pesquisadores que afirmam que o grupo argiréfilo seja o sulfidril
(De Capoa et ai., 1982). No entanto os autores que acreditam que a afinidade seja dada pelo
grupo fosfato e grupos carboxila nfo aceitam esta {illtima hipotese. Hernandez-Verdun ef al.
(1993) propuseram que a afinidade pela prata seja promovida pelo dominio acido amino-
terminal das proteinas argiréfilas e que seja independente de fosforilagio. Os grupos
quimicos responsaveis pela reducio de ion metalico da prata na NOR ainda nfio sio bem
conhecidos, sendo necessario portanto, que outros estudos sejam realizados para elucidar
methor a questio.

Apesar do método de impregnacéio por prata ser o mais utilizado para a detecgéio das
NORs, tanto para amimais quanto para vegetais, em alguns casos ela pode se mostrar
nespecifica, pois estruturas como cinetocoro, heterocromatina € “cores” cromossmicos
também podem ser marcados. Todavia quandoe essas estruturas sdo marcadas, podem ser
distinguidas facilmente das NORs pela forma e coloragdo, pois geralmente as NORs
aparecem mais escuras ¢ puntiformes (Goodpasture & Bloom 1975; Summer, 1990,
Moscone et al,, 1995).

Apesar de varios estudos j& terem relatado que algumas NORs podem permanecer
mativas (Guerra, 1988; Schwarzacher & Wachtler, 1993; Moscone ef al, 1995
Schwarzacher & Mosgoeller, 2000, Besendorfer ef al., 2002), pouco se sabe sobre os
mecanismos de interagdio enfre as diferentes NORs e das NORs com outras regides do
genoma, que interferem na regulagéo da atividade de cistrons de rDNA (Sumner, 1990).

A utilizagdo da técnica de hibridagsio in situ fluorescente (FISH) para identificagiio
da NOR, ¢ o método mais preciso e especifico, uma vez que evidencia todos os cistrons
ribossomais (ativos e inativos) das NORs (Goodpasture & Bloom, 1975; Schwarzacher &
Ambros, 1979; Besendorfer ef al., 2002), tendo grande importincia na identificacio e
distingdio entre os cromossomos de uma mesma espécie e entre espécies distintas
(Bedbrook et al., 1980; Schubert & Wobus, 1985; Shen ef al, 1987, Huang ef al., 1988,
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Schwarzacher et al., 1988; Visser er al., 1988; Bergey ef al, 1989; Le ef al, 1989;
Maluszynska & Schweizer, 1989; Mouras ef al., 1989; Skorupska ef al., 1989; Gustafson ef
al., 1990, Mukai et al., 1990; Friebi et al., 1991; Griffor et al., 1991; Lapitan et al,, 1991;
Leitch et al., 1991; Mukai & Gill, 1991; Schwarzacher & Heslop-Harrison, 1991; Wang et
al., 1991; Singh, 1993; Fukui & Nakayama, 1996; Raina et al., 2001).

A técnica de hibridagdo in situ foi descrita primeiramente por Gall & Pardue (1 969}
e John et al. (1969). No entanto, a técnica sofreu infuneras modificagdes, tendo sido
refinada a fim de facilitar o diagnostico e identificagiio dos cromossomos, particularmente
em hurnanos e animais (Viegas-Pequignot f al., 1989; Lichter et al., 1990).

A aplicagdo da técnica de FISH em plantas ¢ pouco utilizada quando comparada
com sua utilizagdo em mamiferos, devido a grande dificuldade na obtengdo de metafases
sem parede celular e sem citoplasma, que sfio grandes obstaculos para a utilizagdo da
técnica (Singh, 1993). Apesar disso, a técnica vem sendo utilizada nos ultimos anos com
maior freqiiéncia como uma importante ferramenta citogenética. Griffor ef al. (1991}
desenvolveram um método de FISH para detectar sequéncias repetitivas de DNA em
cromossomos mitéticos de células de soja. Guerra ef al (1996) utilizaram a téenica de
FISH para identificar o nimero de sitios de rfDNA em células de V. unguicuiata e P.
coccineus. Schrader et al. (1997) analisaram o cariotipo de Helianthus utilizando coloragdo
com Giemsa e FISH e Gortner ef al. (1997) usando FISH localizaram sequéncias
teloméricas no genoma de Cicer ariefinum 1. Vanzela et al. (2002) caracterizaram
populagdes dipléides, tetrapléides ¢ hexapléides de Helianthus atraves da técnica de FISII e
Raina ef al. (2001) e Besendorfer ef al.(2002), utilizaram outra familia de genes (53 tDNA)

como marcador citogenético em espécies do mesmo género.

3.4.5. Meiose

A meiose é considerada o evento mais importante no processo de diferenciagdo dos
orgamismos, tendo um papel crucial na produgdo de celulas reprodutivas {gametas ou
esporos) com metade do niimero cromossomico e nova combinagdo genética. Esse processo
é essencial para a existéncia de organismos dipldides ¢ é o principal responsavel pelo

sucesso evolutivo da reproduciio sexuada em eucariotos, através da recombinagdo, além de
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ter um importante papel no repare de células com defeitos genéticos (Holliday, 1984, Fukui
& Nakayama, 1996).

A meiose envolve duas divises consecutivas com apenas uma fase de duplicagio do
DNA. A meiose I ou divisio reducional é caracterizada pela reducdo do niumero
cromossomico resultando em duas células hapléides. A primeira fase denominada de
profase 1 € a mais longa e carateriza-se pela ocorréncia de processos geneticos importantes
que contribuemn para a variabilidade da espécie. A préfase I é subdividida em 05 fases:
leptoteno, que ocaracteriza-se pelo inicio da condensagio da cromatina em filamentos,
apresentando regides intercalares mais compactas {(cromémeros); zigéteno, onde ocorre o
emparelhamento dos cromossomos homélogos e o aparecimento do complexo
sinaptonémico; paquiteno, fase em que ocorre a permuta genética e que 0s Cromossomos
encontrami-se mais condensados e estdo completamente emparethados; dipléteno,
caraterizado pela condensagio ainda maior da cromatina e presenga de quiasmas (regides
onde ocorren a permuta e que mantém os cromossomos unidos quando inicia-se a
separagdo dos mesmos);, diacinese, fase em que o5 cromossomos estdo ainda mais
condensados, sendo possivel a visualizacio do emparethamento. Na metafase I ocorre ¢
grau méaximo de condensagio dos cromossomos e sua migragio para o plano equatorial da
célula. A andfase I ¢ caracterizada pela migragfio dos cromossomos homoélogos para os
polos opostos da célula, reduzindo pela metade o namero cromossdmico. Na telofase 1
ocorre a descondensacio dos cromossomos e a citocinese, formando duas novas células
haploides, no entanto com uma quantidade de DNA ainda duplicado. A meiose II ¢
caracterizada por ser bem mais rapida e pela auséneia de nova sintese de DNA. A profase 11
€ muito répida e na metafase II ocorre a migragio dos cromossomos para o plano equatornial
da célula. A andfase II caracteriza-se pela migraciio das cromatides-irmés para os polos
opostos da célula e a telofase I pela descondensagdio dos cromossomos e outra citocinese,
formando 04 células hapléides com o contetido de DNA reduzido (Fukuwi & Nakayama,
1996, Recco-Pimentel & Junior, 2001; Alberts ef af, 2002).

Através de analises em células meiéticas é possivel observar o comportamento dos
cromossomos a fim de identificar diversos eventos como os rearranjos cromossdmicos, que

podem ser utilizados na construgdo de mapas citogenéticos. De acordo com sua
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estabilidade, podem ajudar na determinagdo de relagdes evolutivas entre cromossomos de
determinadas espécies. Os rearranjos podem ser detectados através de configuragdes
especificas, oriundas do emparelhamento dos cromossomos e sfo importantes para verificar
a viabilidade das células e detectar a presenca de polipléides ou hibridos. Pode-se ainda,
observar possiveis falhas ou distlrbios devido a mutagdes, ocasionando o aparecimento de
diversas anormalidades (Fukui e Nakayama, 1996).

Stevens & Bougourd (1991) detectaram através de um estudo em células meiéticas a
freqii€ncia de vanagbes estruturais nos cromossomos em populacdes naturais de Alium
schoenoparsum, observando ainda a presenca de populagdes dipléides e tripléides. Qu et al.
(1998) identificaram a ocorréncia de autopoliploidia em Faccinium através de analises no
pareamento dos cromossomos em o€lulas meidticas ¢ divergéneia gendmica. Pagliarini et
al. (2001) caracterizaram o nivel de ploidia e o comportamento cromossdmico de acessos
de Paspalum através de analises em células meidticas. Seijo & Fernadez (2001) observaram
a formacdo de bivalentes em Laffprus e a presenga de pontes e fragmentos, devido
provavelmente a ocormréncia de inversdes paracéntricas e segregagdo tardia na anéfase.
Esses autores detectaram também a formacdo de micromicleos que reduz a viabilidade do
polen, e associaram esse evento com a segregacio tardia de alguns cromossomos. Cheng ef
al. (2002) caracterizaram hibridos de Brassica napus x Orychophragmus violaceu a partir
de analises em células meidticas.

Portanto, ¢ importante que os eventos da meiose normal sejam descritos para que

possam ser detectadas eventuais alteragdes do processo em populagdes naturais.

3.4.6. Citogenética da familia Verbenaceae

Dermen (1936) estudou varias espécies de diferentes segdes do género Verbena,
registrando o niumero bésico de cinco cromossomos, Arora (1978) investigou 12 espécies
do género Verbena, e relaton que a maioria delas possuiam 10 cromossomos em suas
células somdticas. O mesmo ntimero foi relatado por Poggio ef al. (1993) para o género
Glandularia. No género Clerodendrum, as espécies estudadas revelaram uma variaciio de
2n = 24 a 2n = 184 cromossomos (Rueda, 1993). Parma o género Aloysia existem apenas

cinco, entre as trinta espécies descritas, estudadas citogeneticamente: A. ligustrina e A.
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polistachia (2n = 36), A. licicides e A. gratissima (2n = 54) e A. scorodonioides (2n = 72)
(Diers, 1961 apud Corazza-Nunes ef af.,, 1995, Andrada ef al., 1998; Covas & Schnack,
1946 apud Corazza-Nunes et al.,, 1995; Andrada ef al, 1998; Corazza-Nunes et al,, 1995).
No género Lippia, existem relatos do mamero cromossémico de L. juncea (2n = 30) e L.
nodiflora (2n = 36) (Junell, 1934), L. alba (2n = 30) (Bose & Choudhury, 1960), L.
lanceolata (2n = 32) (Smith, 1966), L. citriedora (2n = 36) (Navaneethan, 1982), L.
lcioides (2n = 36) e L. salviaefolia (2n = 24) (Coleman, 1982) ¢ L. turbinata (2n = 30)
(Filippa, 1984). Em um estudo mais recente envolvendo algumas espécies brasileiras foram
determinados também o nimero cromossémico de L. sidoides, L. rosella, L.
hermannioides, L. corymbosa, L. pseudothea, L. filifolia, L. diamantinensis, L. florida, L.
lupulina (Viccini et al, in prep). Apenas Kumar & Dutt (1988) realizaram estudos
citogenéticos referentes ao sistema reprodutivo de algumas espécies de Verbenaceae e
relataram o nimero e o comportamento cromossémico de L. geminata (2n = 32) e Andrada
et al. (1998) estudaram o comportamento e a viabilidade do griio de pélen em 1. fissicalyx
(2n = 60). O género Lantana ¢ o que apresenta maior niimero de relatos sobre o niunero
cromossomico dentro de familia Verbenaceae. Foram estudadas populacées da espécie L.
triffolia (2n = 48) (Patermann, 1935) e (2n = 27) com x = 9 (Sanders, 1987); L. filacina (2n
= 36), L. imvolucrata (2n = 36) e L. indica (2n = 72) (Natarajan & Ahwja, 1957), além de
populagdes de L. montevidensis que apresentaram individuos tetraploide e triploide, com 48
e 36 cromossomos, respectivamente (Henderson, 1969). Em diversos estudos envolvendo
um grande nimero de populagbes da espécie L. camara, observou-se 2n = 22, 33 e 44
cromossomos (Tjio, 1948; Schnack & Covas, 1947, Singh, 1951; Sen & Sahni, 1955;
Tandon & Chandi, 1955; Arora, 1960; Raghavan & Arora, 1960). Uma série polipidide foi
descrita com 2n = 33, 55 e 66 cromossomos (Sen & Sahni, 1955; Sinha e al, 1995;
Natarajan & Ahuja, 1957; Raghavan & Arora, 1960; Koul et al, 1979. Choudhary & Roy
(1982) relataram a presenga de 15 bivalentes e 2n = 33 cromossomos em L. camara
sugerindo anormalidades durante a meiose. Spies (1983-4, 1984) estudou populagdes do
complexo L. camara 1.. da Africa do Sul e observou variagdo de 2n = 22, 33, 44, 55 ¢ 66
cromossomos. Sanders (1987) também realizou estudos cromossdmicos de populagdes de
L. camara do Caribe, identificando tripléides como resultado de hibridacdio entre dipidides
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e tetraploides. Em geral tem sido considerado como niunero basico para a espécie L.
camarax =11 e 12 cromossomos (Sinha et al., 1995; Tandon & Chandi, 1955).

4. JUSTIFICATIVA

A familia Verbenaceae apresenta diversos problemas taxondmicos em nivel genérico,
especifico e infra-especifico, relatados amplamente por diversos autores {Chamusso, 1832;
Schauer, 1847; Bentham & Hooker, 1876; Brinquet, 1897, Chodat, 1902; Moldenke, 1958,
Troncoso, 1974; Noamesi, 1977, Botta, 1980; Pio-Corréa, 1984; Nash & Nee, 1984,
Compadre et al., 1986, Gomes, et al., 1993, Valentin ef al., 1995; Bonzam ef al., 1997,
Costa ef al., 1998; Zoghbi, 1998; Judd, ef al., 1999; Silva, 1999; Salimena, 2000, 2002).

Baseado em estudos morfolégicos e anatdmicos, vérios sistemas de classificagdo
para a familia foram propostos por diversos autores (Schauer, 1847, 1851; Bentham &
Hooker, 1876, Briquet, 1895; Jumell, 1934; Moldenke, 1946, Troncoso, 1974). Essa
dificuldade se justifica pela grande semelhanca morfolégica apresentada por espécies do
mesmo género ¢ até mesmo por espécies de géneros proximos. Chutra caracteristica
observada na familia que dificulta sua sistematica é a presenga de hibridos naturais, além da
ocorréncia de poliploidia sugerida por vérios autores (Sen & Sahni, 1955; Raghavan &
Arora, 1960; Spies, 1983-84, 1984; Sinha & Sharma, 1984 Sanders, 1987 ¢ Ojha & Dayal,
1593). Esses € outros processos paturais poderiam justificar a derivagio de novas espécies ¢
a grande dificuldade em diferencis-las apenas a partir de dados morfologicos. Essas
dificuldades se refletem em nivel especifico e genérico. No primeiro caso, pode-se citar
Lippia geminata e Lippia alba que para alguns autores sio sinénimos (Mesa, 1945; Fester
et al., 1954, 1960-61; Braga, 1960; Moldenke, 1965) ¢ para outros sdo espécies distintas
(Hegnauer, 1973; Craveiro ef al., 1987). Considerando apenas caracteristicas morfologicas
das plantas, existem diversas controvérsias entre os autores com relacdo & alocagdo de
determinadas espécies nos géneros, sendo que alguns consideram, por exemplo, os géneros
Aloysia, Acantholippia e Phyla, como sinbnimos, segSes ou sub-géneros de Lippia
(Bentham & Hooker, 1876; Briquet, 1897), enquanto outros os consideram como géneros
distintos (Moldenke, 1939, 1961; Troncoso, 1974; Botta, 1980, Salimena, 2000).
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O género Lantana também apresenta caracteristicas morfolégicas muito proximas a
Lippia, diferenciando-se apenas pela morfologia do fruto, o que tem levado a classificagdes
incorretas dessas plantas e a uma constante migragio de espécies de um género para o
outro. Existem também problemas na identificagio de espécies. Stlva (1999) por exemplo,
incluiu 10 novos sinbnimos para a espécie Lantana camara, com base em caracteres
vegetativos e da inflorescéneia. Além disso, existem relatos de poliploidia e aneuploidia
cromossormca na familia que dificultam ainda mais se estabelecer o niimero bésico para as
espécies, ja que os estudos citogenéticos que podem auxiliar na taxonomia sdo escassos e

relatam apenas o ntimero cromossdmico de algumas espécies da familia.

S. OBJETIVOS

Em fungdo dos problemas taxondmicos citados para a familia Verbenaceae ¢ em
especial para os géneros Lippia, Aloysia e Lantana, e da insuficiéncia de estudos
citogenéticos que possam contribuir para elucidar melhor essas questSes, no presente
trabalho foram analisadas trés espécies, sendo uma de cada género, com o objetivo de

ampliar os conhecimentos citogenéticos e auxiliar na diferenciacdo dos géneros.
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RESUMO

A espécie Lippia alba apresentou 30 cromossomos, sendo 11 pares metacéntricos e
quatro pares submetacéntricos, com constrigdes secundérias nos bragos longos dos pares 2
e 5. Grande quantidade de heterocromatina foi detectada por meio de coloragio com
Giemsa e das técnicas de banda C, CMA e DAPI, especialmente rica em AT, em ceélulas
mitéticas e meidticas, sugerindo uma condigio apomorfica para a espécie. A téemica de
impregnagio por prata (Ag-NOR) mostrou-se inespecifica para detecgdo da regido
organizadora do nucléolo (NOR), provavelmente devido & impregnagdo nos mumeros
blocos de heterocromatina. Através da técnica de hibridacio de in situ fluorescente (FISH)
observou-se seis NORs, localizadas na regifio telomérica de trés pares de cromossomos. Os
sitios de TDNA 58 foram localizados em wm par de cromossomos. Esses marcadores
citogenséticos sugerem a possibilidade de wma origem diploide para a espécie. A presenca
de 30 cromossomos em L. alba é uma caracteristica que corrobora a proposta de distingdo

em relacio a /.. geminata (2n = 32 cromossomos).

INTRODUGCAO

Diversos géneros dentro da familia Verbenaceae tém sido motivo de destaque em
funciio de suas propriedades medicinais e omamentais, podendo-se citar entre eles Laniana,
Aloysia e, principalmente, Lippia que tem sido muito estudado quimicamente (Salimena-
Pires, 1991; Bonzani ef al., 1997, Salimena, 2000 e Sanders, 2001).

O género Lippia foi descrito por Linnaeu em 1753 e relne cerca de 200 espécies,
distribuidas principalmente nos tropicos ¢ subtropicos, com trés centros de diversidade. O
Brasil é o maior deles, com aproximadamente 111 espéeies (Salimena, 2000). Contudo, a
estimativa do mimero de espécies no género tem sido sempre motivo de muita controvérsia.
De acordo com caracteristicas morfolégicas, autores como Schauer (1847), Bentham &
Hooker (1876) e Briquet (1897) consideram os géneros Aloysia, Acantholippia € Phyla
como sindnimos, se¢des ou subgéneros de Lippia. O mesmo ocorre com Nash & Nee
(1984) que nfo aceitaram a segregagio desses, a partir de Lippia. Outros autores como
Troncoso (1974), Botta (198(), Salimena (2000, 2002) e Sanders (2001) consideram os
géneros anteriormente citados distintos. Méndez-Santos (1993) apresentou uma discussdo

53



sobre a validade dos géneros Phvia e Aloysia, considerados segregados a partir de Lippia.
Considerando tais controvérsias, ¢ possivel que a abordagem dada até o momento nio tenha
sido suficiente para esclarecer com precisdo as questdes taxondmicas dentro do grupo
(Salimena, 2000, Sanders, 2001).

O género Lippia também apresenta vérios sistemas de classificagiio infragenéricos.
Troncoso (1961) considerou dificil em alguns casos a delimitagfio taxonémica em mivel
especifico devido, por exemplo, 4 ocomréncia de dioicia no género, ndo sendo esta
caracteristica comum na familia. Para alguns autores, L. geminata e L. alba sio sindnimos e
para outros sdo espécies distintas (Craveiro ef al., 1987, Hegnauer, 1973). Moldenke (1965)
consideron vélida a sinonimia, uma vez que L. alba é extremamente variavel e polimérfica.
No entanto, Kumar & Dutt (1989) estudaram as bases citogenéticas de L. geminata e
verificaram que a espécie apresentava n = 16 cromossomos, diferentemente de L. albg n =
15 cromossomos. Corréa (1992), por meio de analises histologicas, histoquimicas e
fitoquimicas da fotha de L. geminata e L. alba, concluiu que L. alha & uma espécie sujeita a
grandes variagdes morfologicas, anatémicas e fitoquimicas devido as condigdes ambientais,
considerando, portanto, a sinonimia valida.

De ponto de vista citogenético, existemn poucas informagBes para espécies dos géneros
pertencentes & familia Verbenaceae. No género Lippia, foi determinado apenas o nimero
cromossomico de L. juncea (2n = 30), L. nodiflora 2n = 36) (Junell, 1934), L. alba 2n =
30) Bose & Choudhury, 1960), L. lanceolata (2n = 32) (Smith, 1966), L. citriodora (2n =
36) (Navaneethan, 1982), L. Jcioides (2n = 36), L. salvigefolia (2n = 24) (Coleman, 1982)
e L. turbinata (2n = 30) (Filippa, 1984). Em um estudo mais recente envolvendo algumas
espécies brasileiras também foi determinado o ntimero cromossdmico de L. sidoides, L.
rosella, L. hermannioides, L. corymbosa, L. pseudothea, L. filifolia, L. diamantinensis, L.
Slorida e L. lupulina (Viceini et al., in prep). Estudos relacionado as bases citogenéticas no
sisterna reprodutivo foram realizados por Kumar e Dutt (1988) e Andrada ef al. (1998), que
relataram © numero ¢ o comportamento cromossémico de L. geminata (2n = 32) e L.

Jissicalyx (2n = 60), respectivamente.
No presente trabalho, foi feita a caracterizagio mitética e meidtica da espécie Lippia

aiba, visando contribuir com dados que possam auxiliar em investigagdes filogenética e da
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sistemdtica, uma vez que existem diversas contradi¢des na delimitagio dos géneros da

familia Verbenaceae.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material

Foram coletadas estacas ¢ inflorescéncias de Lippia alba (Figura 1) no Horto da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora - MG. As estacas com
aproxunadamente quatro ndés foram mantidas em hidroponia 2 28°C até a emissdo das
raizes. As inflorescéncias imaturas de L. alba foram imediatamente fixadas apés a coleta
em metanol:acido acético (3:1).

Uma exsicata da espécie Lippia alba foi depositada no Herbario CESJ da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) como material voucher e registrado sob o
mimero de tombo 28.702.

Preparaciio de laminas

Apbs a emissdo das raizes, as estacas foram transferidas para tubos contendo 8-
hidroxiquinoleina 3 mM, a 8°C, durante seis horas. Em seguida, foram submetidas a
solugdo de orizalina 12 uM, & temperatura ambiente, durante uma hora. Apds os
tratamentos, as raizes foram fixadas em metanol:acido acético (3:1) por, no minimo 24
horas. A digestdo enzimitica foi realizada com o complexo enzimiatico Pectinex (Novo
Nordisk Ferment™ Bioindustrial do Brasil) na concentrag3o de 1:10 (tampio citrato de
sodio 2 mM, pH 3.5), durante 3 horas a 34°C. As laminas foram preparadas a partir da
técnica de secagem ao ar com maceracdo enzimatica segundo Carvalho (1995).

Para obtenc¢éo de células meidticas utilizou-se a metodologia descrita por Brando er
al. (2000) em fungfo do tamanho reduzido das flores (1,0 a 1,5 mm de comprimenio e 1,0 a
1,5 mm de largura, respectivamente). Foram utilizadas aproximadamente 60 anteras que
foram transferidas para um microtibo de 0,3 mL, com tela de poliester em sna extremidade.
O material foi lavado em agua destilada durante 30 minutos. O tubo contendo as anteras foi
merso em uma sclugfio enzimatica concentrada (Pectinex - Nove Nordisk Ferment™

Bioindustrial do Brasil) durante 25 minutos a 34°C. Apés a digestio, esse material foi
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lavado em 4gua destilada durante 20 mmutos. Em seguida, as anteras foram fragmentadas,
expulsando as células mie do grio de pélen (PMCs). A suspenséo celular foi centrifugada a
2000 rpm durante seis minutos. Decorridos 20 minutos, o material foi ressuspendido e
gotejado nas laminas. Apds secagem ao ar ¢ em placa aquecedora, as laminas foram
submersas em é4cido acético 45% durante 20 segundos. A coloragdo foi feita com Giemsa a

10% em tampéo fosfato 0,1 M pH 6,8, durante um minuto.

Cariétipo

Para andlise do carittipo, as ldminas foram tratadas com acido acético 45% gelado
durante 20 segundos e em seguida coradas com Giemsa (10% em tampéo fosfato 0,1 M a
pH 6.,8), durante um minuto. Foram avaliadas 15 metifases para montagem dos
cariogramas € obtengfio das medidas de comprimento total dos cromossomos (CT —
comprimento do brago curto + comprimento do brago longo) e comprimento dos bragos dos
cromossomos. Para confecgio do ideograma foram utilizados os parimetros de tamanho
relativo (TR — tamanho total do cromossomo individual X 100/tarnanho total do genoma),
indice centroménco (IC ~ comprimento do brago curto X 100/comprimento do braco longo
+ comprimento do brago) e relagio de bragos (RB — comprimento do brago
longo/comprimento do brago curto) com ajuda do programa Image Pro-Plus versdio 4.5, da

Media Cybemetics. Os cromossomos foram classificados segundo Guerra (1988).

Niicleos Interfasicos

A morfologia nuclear foi analisada através da coloragio com Giemsa em
aproximadamente 1000 ntcleos interfisicos. Foi utilizada a classificacio de Guerra (1987a,
b).

Banda C

A heterocromatina constitutiva foi detectada de acordo com a téenica descrita por
Schwarzacher ef al. (1980) com pequenas modificagdes. As 1aminas foram tratadas com
dcido acético 45% a 60°C, durante 20 minutos, depois tratadas com hidréxido de bario a
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5%, em temperatura ambiente, durante 8 minutos e incubadas em 2xSSC, a 60°C, durante
80 minutos. A coloragdo foi realizada com Giemsa a 10% durante 15 minutos.

O percentual de heterocromatina constitutiva foi obtido a partir da média das 4reas
positivas a banda C em relagio ao genoma total de dez metafases. As medidas foram
obtidas com o auxilio do programa Image Pro-Plus verso 4.5, da Media Cybemetics.

Coloraciio com fluerocromos

A coloragdo com fluorocromos foi obtida a partir da técnica descrita por Schweizer
(1976) com algumas modificagdes. Para coloragio com DAPI, as laminas foram tratadas
com 130 pul. de distamicina (0,1 mg/mL em &gua deionizada estéril) por 20 minutos,
lavadas com tampdo Mclivaine e secas ao ar. As lAminas foram incubadas em solucéio
DAPI (0.2 mg/ml em 4gua dejonizada estéril) no escuro, & temperatura ambiente, durante
15 minutos.

Para a coloragéio com cromomicina (CMA) as ldmimas foram tratadas com 150 pl de
distamicma (0,3 mg/ml. em dgua deionizada estéril) por 20 minutos, lavadas com tampdo
Mcllvaine e secas ao ar. A coloragfio foi realizada com CMA (0,5 mg/10 mL em 4gua
deionizada estéril) 4 temperatura ambiente, durante 45 minutos no escuro.

Para ambas as coloragSes apds lavagem em tampdo, as minas foram secas ao ar e

montadas com solucéo de sacarose saturada e anahsadas ao microscopio apds 15 dias.

Ag-NOR

Para observacdo das regiGes orgamzadoras de nucléolo (NORs) foram testadas
diversas metodologias, sendo ufilizada a técnica descrita por Fukui e Nakayama (1996),
que consiste em tratar o material com quatro a oito gotas da solugdo de nitrato de prata 50%
em citrato de sédio 0,002%, pH 3.0 (1:1), a 60°C durante 10 a 15 minutos, lavadas em dgua

deionizada, secas ao ar e analisadas ac microscépio.

Hibridaciio in situ fluorescente (FISH)
A técnica de FISH foi realizada segundo método de Heslop-Harrison ef al. (1991),

com pequenas modificagdes. Utilizou-se como sondas os recombinantes pTa 71 contendo
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uma umidade de rDNA 455 (188-5.85-268 + IGS) de Triticum aestivum de
aproximadamente 9Kb clonada em pUC 19 (Gerlach & Bedbrook, 1979) e pTa 794,
contendo um fragmento de tDNA 58S de 7. aestivurm, com 410pb, clonada em pBR 322
(Gerlach & Dyer, 1980), ambas marcadas com biotina por “nick translation”. As l4minas
foram mcubadas com 100 ul/ml RNAse durante vma hora a 37°C, fixadas em
paraformaldeido 4% por 10 minutos, desidraiadas em série gradativa de dlcool 70 a 100% ¢
secas ao ar. As sondas (100 ng de DNA/uL) foram desnaturadas a 70°C por dez minutos e
imediatamente colocadas no gelo. Utilizou-se 5 pl. de sonda para cada lamina e os
cromossomos foram desnaturados juntamente com a sonda em termociclador (MJ
Research) a 90°C durante dez minutos. Em seguida foram transferidas para 48°C por dez
munutos ¢ & 38°C por cinco minutos, sendo finalmente incubadas em cimara Grnida a 37°C
overnighl. As lavagens pos-lbridagiio para rDNA 458 [oram realizadas segundo Cuadrado
e Jouve (1994) e para rDNA 358 for utilizado 6xSSC durante 20 minutos e 4xSSC durante
dez mumutos, todas com agitacio constamte. As regides hibridadas foram detectadas com
Avidina-FITC. Os cromossomos foram corados com solug@o de iodeto de propidio (2,5
pg/ul) durante 30 minutos.

Meiose

Foram analisadas cerca de 100 células de cada fase, as quais foram identificadas com
o auxilio das imagens do ciclo celular meiético de milho, cevada e Artemisia descritas
respectivamente por Smgh (1993) e Fukui & Nakayama (1996).

RESULTADOS
Mitose

O canotipo de L. alba apresentou 2n = 30 cromossomos, consistindo de 11 pares
metacéntricos (1, 2,3,4,35,6,7, 10, 12, 14 e 15) e quatro pares submetacéntricos (8, 9, 11 e
13). Os pares 2 e 5 apresentaram uma constrigdo secunddria no brago curto (Figuras 2, 3 e
tabela 1).

O niicleo interfasico foi classificado como areticulado, segundo Guerra (1987a)

(Figura 4a).
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Grande quantidade de regides heteropicndticas foram observadas, inclusive através de
eoloragdo direta com Giemsa, nos nicleos interfisicos (Figura 4a), nos cromossomos
mitéticos (Figura 4b) e nas células meidticas (Figura 5¢c-h). Resultados semelhantes foram
obtidos com o método de banda C (Figura 4c¢), indicando a presenca de heterocromatina. A
coloragdo com o fluorocromo DAPI revelou grandes extenses de regides heterocromaticas
ricas em pares de bases AT (Figura 4d-e), enquanto que a coloragio com CMA. mostrou
apenas algumas regides ricas em CG (Figura 4f-g).

Na tentativa de identificagiio das NORs pela prata (Ag-NOR) observou-se intimeras
marcagGes inespecificas para todas as técnicas testadas, sendo por isso apresentado apenas
os resultados do método de Fukui & Nakayzma (1996) (Figura 4h-i). Através da técnica de
FISH foram detectadas seis NORs, sendo quatro menores de tamanho similar entre si e
duas maiores, localizadas na regido telomérica dos cromossomos (Figura 4j-k) e dois sitios
de tDNA 58 localizados na regidio telomérica dos cromossomos (Figura 41).

Nio foi possivel quantificar on mesmo localizar a posigio dos blocos de
heterocromatina, das NORs ¢ do rDNA 38 no ideograma, devido 4 grande dificuldade em
definir suas posigOes exatas nos cromossomos e identificar o niimero do cromossomo
portador, dado 4 grande similaridade entre eles e ao tarnanho reduzido.

Foi possivel observar as fases de intérfase (Figura 5a), leptéteno (Figura 5b), zigoteno
(Figura 5c¢), paquiteno (Figura 5d-f), diploteno (Figura 5g-h), diacinese (Figura 51),
metafase I (Figura 5j), anafase I (Figura 5k) e tel6fase I (Figura 51). Observou-se também a
a formagdo de 15 bivalentes durante o dipléteno, diacinese e metifase I (Figura 5h-) e a
segregacdo normal dos conjuntos cromossémicos durante a anafase I e telofase IT (Figura
5k-D.

DISCUSSAO

Este trabalho apresenta a primeira descrigdo detalhada do cariétipo de L. alba com 2n
= 30 cromossomos, confirmado também através de analises em céhulas reprodutivas (n =
15). Para o género Lippia ja foram descritos os nimeros cromossémicos n = 12, 15, 16, 18.
Caracteres citogenéticos, tais como o nlmero cromossdmico, morfologia dos

cromossomos, tamanho do genoma, comportamento dos cromossomos, enfre outros, tém
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sido de fundamental importincia na caracterizagfio de espécies e no estudo taxondmico em
vegetais (Stace, 2000). Mejias (1993), identificou em citogrupos individuos da espécie
Lactuca viminea. Mansanares (2002), caracterizou através do ntimero cromossdmico varias
espécies do género Lychnophora. De acordo com nosso trabalho, L. alba pode ser
diferenciada de L. geminata pelo mimero de cromossomos, ja que esta tltima apresenta um
par a mais (2n = 32) (Kumar & Dutt, 1989). Nossos dados sugerem portando, que L. alba e
L. geminata sejam tratadas como espécies distintas, embora estudos citogenéticos mais
detalhados da espécie L. geminata sejam necessarios a fim de fornecer informagdes para a
diferenciagéo das duas espécies.

Uma caracteristica marcante observada em L. alba foi a presenca de blocos
heteropicnéticos em células mitéticas e meidticas coradas com Giemsa. Através do
bandamento C e da coloragio com fhuorocromos, pode-se demonstrar a presenca de grande
quantidade de heterocromatina constitutiva (52%), sobretudo ricas em AT, que coincidem
com os blocos corados diferencialmente por Giemsa.

A presenga de grande quantidade de heterocromatina é uma caracteristica ja
observada em alguns grupos vegetais, mas ainda nfo relatada para a familia Verbenaceae.
A heterocromatina talvez represente um dos fatores mais importantes na evolugio
(Edelman & Lin, 1995). Evidéncias sugerem que a heterocromatina interfere na replicagio
do DNA, no volume nuclear, no tamanho da célula, na estrutura do cromossomo, na
expressdo génica, na organizacio do genoma, no tempo do ciclo celular, na taxa de
desenvolvimento e na evolugio dos organismos (Van't Ilolf & Sparrow, 1963; Bennett,
1977, Redi et al., 2001). VariagGes da quantidade de heterocromatina sdo utilizadas em
estudos de cariosistemdtica, filogenia e na solugfio de problemas genéticos (Schwarzacher
et al, 1980; Artoni, ef al.,, 1999 e Grif, 2000). Alguns autores defendem a 1déia de que a
existéncia de pouca heterocromatina no candtipo indica uma condicdio plesiomorfica e
muita heterocromatina indica uma condigio apormérfica para a espécie (Greilhuber, 1979;
Poggio & Hunziker, 1986; Ikeda, 1988; Momwetz & Samuel, 1989; Roser, 1994; Redi et
al., 2001). Esta caracteristica é considerada uma tendéncia geral para os grupos vegetais em
niveis supra e infra-genéricos, comumente interpretada como um actimulo de

heterocromatina durante a evolugio. Estudos da diferenciacio longitudinal em



cromossomos de algumas espécies de Sesbania sugeriram que a presenga de muifa
heterocromatina indicaria uma linha evolutiva diferenciada para o género, enquanto que
uma pequena quantidade de heterocromatina representa uma condigéo ancestral para o
grupo (Forni-Martins & Guerra, 1999), o que ja havia sido também sugerido por Greilhuber
et al. (1981) e Moscone et al. (1996) para oufros taxa estudados. Guerra et al (2000)
utilizaram variagdes observadas mna quantidade de heterocromatina e padrSes de
bandamento em Aurantioidae como ferramenta na identificagdo de hibridos intergenéricos
no grupo. E possivel que a grande quantidade de heterocromatina observada em L. alba
indique uma condi¢do apomoérfica para a espécie. No entanto, para que essa hipotese venha
a ser confirmada é necessario que estudos em outras espécies do género ¢ da familia sejam
realizados para que se tenha um panorama das modificagdes que possivelmente ocorreram
durante a evolugdio e que contribuiram para os caridtipos atuais da familia Verbenaceae e
sua especiagéo.

A imespecificidade de marcagdo obtida com a téenica Ag-NOR ¢ um evento bastante
raro, tendo sido relatado anteriormente por Schwarzacher & Ambros (1979). Normalmente
esta técmica evidencia as NOR ativas durante o processo de intérfase precedente. A
inespecificidade se deve provavelmente a marcacio das regibes heterocromaticas. Em
anfibios, por exernplo, ha evidéncias de marcacio inespecifica da heterocromatina pela
prata (Lourenco et al., 1998; Busin et al., 2000). A marcagdo por CMA provavelmente
esteja evidenciando as NORs, j4 que geralmente estas respondem positivamente a essa
coloragdo por apresentarem-se ricas em pares de base CG, principalmente nas regides que
codificam os TRNAs 18S, 5,85 e 28S (Schweizer, 1976, Deumling & Greilhuber, 1982;
Guerra, 1987b; Sumner, 1990; Moscone ef al,, 1995, 1996; Fomi-Martins & Guerra, 1999;
Guerra ef al., 2000; Yen-Yu ef al., 2001). Os resultados de CMA em L. alba mostraram
seis regiGes positivas a0 CMA, sugerindo tratarem-se das NORs, mesmo nimerc de
marcacSes obtidos com a técnica de hibridagiio in sity fluorescente (FISH). A técnica de
FISH & a mais usada para identificagdio da NOR, por ser a mais precisa e especifica, uma
vez que evidencia todos os cistrons ribossomais, ativos e inativos das NORs (Goodpasture
& Bloom, 1975; Schwarzacher & Ambros, 1979; Besendorfer et al,, 2002). O método vem
sendo utilizado nos uitimos anos com maior freqiéneia como importante marcador
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molecular citogenético. Guerra et al. (1996) utilizaram o ndmerc de sitios de rDNA
identificados por FISH para separar as espécies V. unguiculata e P. coccineus. Schrader et
al. (1997) analisaram o cari6tipo de Helianthus utilizando coloragdo com Giemsa ¢ FISH
para diferenciagéo dos cromossomos do caribtipo ¢ Gortner ef af. (1997) localizaram
seqliéncias teloméricas no genoma de Cicer arietimum L. a partir da utilizagdo da técnica de
FISH. Vanzela et al. (2002) caracterizaram populacdes diploides, tetrapléides e hexaploides
de Helianthus através da técnica de FISH e Raina ef al. (2001) e Besendorfer et al. (2002),
utilizaram outra familia de genes (5S tDNA) como marcador citogenético para diferenciar
espécies e populagdes do género Allium. No presente trabalho, o nizmero de sitios de IDNA
35S, se constituiu em importantes marcadores tornando possivel sugerir uma origem
dipl6ide para L. alba. Ne entanto, ndo podemos deixar de considerar que pode ter ocorrido
processos como delegio ou quebra envolvendo a perda dessas regides em outros
cromossomos. Com a presenga de seis sitios de NORs seria possivel sugerir uma origem
polipl6ide através da alopoliploidia, no entanto, a espécie apresenta apenas um par de
cromossomos portador de sitios de fDNA 38, ndo sendo possivel portanto, explicar uma
origem polipléide.

Através da andlise meidtica observou-se a formagdo de 15 bivalentes durante o
dipléteno, diacinese e metafase L, além da segrega¢do normal dos conjuntos cromossdmicos
durante a anafase I e teléfase 11, semelhante ao ja observado em outras espécies (Dermen,
1936, Kumar & Dutt, 1989). Porém, Andrada et al. (1998) observou anormalidades durante
a meiose, com a formagdo de uni e multivalentes, além da alta frequencia (82,4%) de grios
de pdlens anormais em L. fissicalyx, sendo relacionado com o grau de ploidia caracterizado
para a espécie. Em outros géneros da familia Verbenaceae também foram verificadas
intimeras anormalidades e irregularidades nos cromossomos e no desenvolvimento das
sementes, sendo diretamente relacionado com o grau de ploidia presente nas espécies
analisadas (Poggio ef al, 1993). Em espécies do género Lamtana, observou-se uma
distibuigio desigual dos cromossomos durante a anafase {Sinha & Sharma, 1984).
Corazza-Nunes ef al (1995) relataram alteragdes na meiose de uma espécie do género
Aloysia tendo observado segregacdo anmormal dos cromossomos e fusos multipolares
multiplos. Em L. alba nenhuma dessas anormalidades foi observada. Esses resultados
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também corroboram a hipétese de uma possivel origem dipléide para a espécie, embora
salba-se que existem casos em que a formagfo de multivalentes é dificuliada em
Cromossomeos pequenos e que o controle génico pode inibir a formagdo de multivalentes,
além de casos (alopoliploide segmental) onde ocorre o pareamento de cromossoinos
homeologos ndo existindo a presenga de tetravalentes (Riley & Chapman, 1958,
Stebbins1971; Snivastav & Raina, 1982, Stace, 1989, 2000).

Os dados deste trabalho, em conjunto, indicam que L. alba € uma espécie diploide,
com origem dipléide e um taxén distunto de L. geminata.
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Figura 1 - Lippia alba (Verbenaceae). Exemplar do Horto da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, medindo cerca de 1,5m de altura.

Figura 2 - Metafase mitética (a), cariograma (b), metifase com constrigio secundaria (¢) e
no destaque, os pares cromossdmicos portadores das constrigdes (d) corados

com Giemsa 10%.

Barra = 10 um.

Figura 3 - Ideograma de L. alba baseado nos dados morfométricos da tabela 1. As interrup-

¢Oes representam as constrigbes secundirias.

Figura 4 - Nucleo interfasico (a) e metafase (b} corados com Giemsa 10%; metafase subme-
tida a banda C (¢); micleo interfasico (d) e metafase (e) corado com DAPI; micleo
interfasico (f) e metifase (g) com CMA,; Ag-NOR em niicleo interfisico (h) e
metéfase (1); FISH em nicleo interfasico (3) e metafase (k) mostrando 06 NORs;
FISH mostrando 2 sitios de rDNA 58 (I).
Barra = 10 um.

Figura 5 - Células do botdo floral em: intérfase (a); leptéteno (b); zigbteno (c); paquiteno
inicial (d); paquiteno (¢); paquiteno em estégio final (f); diploteno inicial (g);
dipléteno (b); diacinese (i); metafase I (j); andfase I (X); telofase II (1)
Barmra = 10 pm.
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Tabela 1 - Dados morfométricos dos cromossomos de Lippia alba, N = 15.

C CT TR% RB IC CC
1 5.24 9.58 1.27 43.8 M
2 4.85 8.86 1.15 46.4 M
3 4.61 8.42 1.09 47.7 M
4 4.40 8.04 1.30 43.2 M
5 4.16 7.61 1.35 423 M
6 3.81 6.96 1.42 41.2 M
7 3.77 6.89 1.40 41.5 M
8 3.57 6.52 1.60 383 SM
9 3.45 6.30 1.80 356 SM
10 3.28 6.00 1.38 42.0 M
11 3.27 5.97 1.79 35.7 SM
12 2.98 5.44 1.44 40.9 M
13 279 5.11 1.71 36.8 SM
14 2.78 5.09 1.19 45.6 M
15 1.71 3.13 1.06 48.3 M

C=Cromossomo; CT=Comprimento Total do Cromossomo; TR = Tamanho Relativo; RB
= Relagdio de Bragos; IC = Indice Centromérico, CC = Classificacdo Centromérica, M =
Metacéntrico; SM = Submetacéntrico; N = Namero de Metafases Medidas.
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Caracterizaciio citogenética de Aloysia virgata Ort. & Patau (Verbenaceae), com

evidéncias de um nove némero diploide para o género.

‘Brandio, A.D., *Viccini, L.F. *Vanzela, A.L.L & *Recco-Pimentel, S.M.
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RESUMO

Aloysia virgata apresenta 2n = 36 cromossomos metacéntricos, com cariotipo
SImétrico € constrigo secundiria nos bragos longos dos pares 1 e 2. Grande quantidade de
heterocromatina foli observada através das técnicas de banda C. CMA e DAPIL
especialmente rica em AT. Foram detectadas quatro regides organizadoras de nucléolo
(NOR) e dois sitios de rDNA 55 pela técnica de hibridagdo in sif fluorescente (FISH).
Realizou-se também a caracterizagio meidtica com a identificagdo das fases de intérfase,
profase I, andfase I, telofases I e II, nas quais os cromossomos apresentaram
comportamento normal. Os resultados possibilitaram, pela primeira vez, obter evidéncias
de que a espécie possivelmente tem origem diploide com 2n = 2x = 36 cromossomos. Os
dados desse trabalho sugerem que os géneros de Aloysia e Lippia, embora
morfologicamente muito semelhantes, devam permanecer como taxa distintos. 4. virgata
pode ser diferenciada de Lippia alba pela morfologia dos cromossomos e do micleo

mterfasico e pelo niimero de regides organizadorss de nucléolo {NORs).

INTRODUCAO

A familia Verbenaceae tem sido muito estudada fitoquirnicamente porque alguns
géneros possuem espécies com propriedades medicinais, destacando-se entre eles, Lippia,
Lantana e Aloysia. Os constituintes quimicos de 4. virgata possuem propriedades
digestiva, estimulante, antigripal, antiespasmoédica e antimalarica. Além disso, sua madeira
¢ utilizada na industria para a fabricagiio de mmplementos agricolas (Troncoso, 1974,
Lopez-Palacios, 1977, Botta, 1979; Bonzani ef of, 1997. Baelmans ef al_, 2000, Sanders,
2001).

O género Aloysia foi descrito por Ortega & Patau em 1807 e apresenta-se
amplamente distribuido nas Américas, desde o Sul dos EUA e México até o norte da
Patagbnia, reunindo aproximadamente 30 espécies (Botta, 1979; Troncoso, 1980).

De acordo com suas caracteristicas morfologicas, a circunserigio do género tem sido
motivo de controvérsia. Espécies do género Aloysia sdo frequentemente inchuidas no
género Lippia, considerado morfologicamente muito préximo, levando a erros na
delimitagiio de ambos os géneros (Salimena-Pires, 1991; Salimena, 2000, 2002: Sanders,
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2001). Ortega & Patau em 1807, descreveram o género Aloysia que foi sinonimizado por
Walpers (1845) como Verbena L. ¢ este foi incluido como segio Aloysioides do subgénero
de Lippia 1.. Schauer (1847) criou a secfio Aloysia dentro de Lippia considerando-a como
sinonimia de Aloysia. Moldenke (1939), Troncoso (1974) e Botta (1979, 1980) validaram
Alovsia como um género independente de Lippia. No entanto, existern autores que ndo
aceitam a segregagio das espécies de Aloysia, uma vez que estas diferem de Lippia apenas
pelas caracteristicas das inflorescéncias, tais como, flores subactinomorfas e calice 4-
denteado em .Aloysia e flores zigomorfas e calice 2-4 denteado em Lippia (Botta, 1979,
1980; Salimena-Pires, 1991; Salimena-Pires & Giulietti, 1998) aspectos considerados por
Nash & Nee (1984) insuficientes para segregacio desse grupo de espécies em wn género
distinto.

A analise citogenética € escassa para a maioria dos géneros na familia Verbenaceae,
em parte devido & presenga de grande quantidade de citoplasma que permanece aderido a
lJdmina e ao pequenc tamanho dos cromossomos. Suas flores s3o de tamanho reduzdo
dificultando também as analises meidticas (Kumar & Dutt, 1989; Branddo et al., in prep. -
ver artigo I). Para o género Alovsia, estudos citogenéticos foram realizados em apenas
cinco das 30 espécies conhecidas: 4. figusirina e A. polistachia (2n = 36) (Diers, 1961 apud
Corazza-Nunes ef al., 1995; Andrada ef af., 199%), A hcioides e A. gratissima (2n = 34)
{(Corazza-Nunes et al., 1995; Andrada et al., 1998) e A. scorodonioides (2n = 72) (Covas &
Schnack, 1946 apud apud Corazza-Nunes ef al., 1995).

Com o objetivo de contribuir com dados que possam ajudar na resolugdo de
problemas de sistematica e taxonomia no género e na familia, neste trabalho determinou-se
o caridtipo, o padriic de heterocromatina e NOR, e algumas fases meidticas da espécie A.

virgata.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das sementes e das raizes

Sementes de Aloysia virgata (Figura 1) foram coletadas na Reserva Municipal da
Mata de Santa Genebra, Campinas (SP), Brasil. As sementes foram colocadas em placas de

Petri, contendo papel de fiitro umidecido com agua destilada e incubadas em cémara
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germinativa com fotoperiodo de 12 horas a 25°C, até a emissdo da raiz. As inflorescéncias
imaturas de 4. virgata foram imediatamente fixadas ap6s a coleta em metanol:4cido acético
3:D.

Avaliou-se o indice percentual de genminagfio das sementes, utilizando-se 5000
sernentes, nas mesmas condigdes anteriormente citadas. Apos 08 dias contou-se o niimero
total de sementes germinadas em relagdo ao mimero total de sementes utilizadas. Foram
realizadas 03 repeti¢3es.

Uma exsicata da espécie Aloysia virgata foi depositada no Herbario CESJ da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) como material voucher e registrado sob o

mamero de tombo 39.308.

Preparacio de liminas
Apés a emissdo das raizes, as sementes foram transferidas para placas escavadas
contendo solugdio de orizalina 12 pM, a 25°C, durante 4 horas e 30 minutos. Apés esse
tratamento, as raizes foram fixadas em metanol:acido acético (3:1) por, no minimo, 24
horas. A digestio cnzimdtica foi realizada com o complexo Pectinex (Novo Nordisk
Ferment™ Bioindustrial do Brasil) na concentragéo de 1:20 (tampio citrato de sodio 2
mM, pH 3,5), durante uma hora, 2 34°C. As laminas foram preparadas a partir da técnica de
secagem a0 ar com digestio enzimitica segundo Carvatho (1995).
Para obtengdo de células meidticas utilizou-se a metodologia descrita por Brandfo et
al. (2000}, em fun¢do do tamanho reduzido das flores (1,0 a 1,5 mm de comprimento e 1,0
a 1,5 mm de largura, respectivamente). Foram utilizadas aproximadamente 60 anteras que
foram transferidas para um microtubo de 0,3 mL, com tela de poliester em sua extremidade.
O material foi lavado em 4gua destilada durante 30 minutos. O tubo contendo as anteras foi
imerso em uma solugdo enzimatica concentrada (Pectinex - Novo Nordisk Ferment™
Bioindustrial do Brasil) durante 25 minutos a 34°C. Apds a digestio, esse material foi
lavado em 4gua destilada durante 20 minutos. Em seguida, as anteras foram fragmentadas,
expulsando as células-mie do grio de polen (PMCs). A suspensdo celular foi centrifugada
a 2000 rpm durante seis minutos, Decorridos 20 minutos, o material foi ressuspendido e

gotejado nas laminas. Apds secagem ao ar e em placa aquecedora, as laminas foram
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submersas em 4cido acético 45% durante 20 segundos. A coloragio foi feita com Giemsa a

10% em tampéo fosfato 0,1 M pH 6.8, durante um minuto.

Caribtipo

Para andlise do cariotipo, as laminas foram tratadas com &cido acético 45% gelado
durante 20 segundos ¢ em seguida coradas com Giemsa (10% em tampéo fosfato 0,1 M a
pH 6,8), durante um minuto. Foram avaliadas 15 metifases para montagem dos
cariogramas e obtengdo das medidas de comprimento total dos cromossomos (CT —
comprimento do brago curte + comprimento do brago longo) e comprimento dos bragos dos
cromossomos. Para confecgo do ideograma foram utilizados os parimetros de tamanho
relativo (TR — tamanho total do ¢romossomo individual X 100/tamanho total do genoma),
indice centromérico (IC ~ comprimento do brago curto X 100/comprimento do brago longo
+ comprimento do brago) e relagio de bragos (RB — comprimento do brago
longo/comprimento do brago curto) com ajuda do programa Image Pro-Plas versdo 4.5, da

Media Cybernetics. Os cromossomos foram classificados segundo Guerra (1988).

Niicleos Interfasicos

A morfologia nuclear foi analisada através da coloragdo com Giemsa em
aproximadamente 1000 nicleos interfasicos, Foi utilizada a classificaciio de Guerra (19874,
b).

Banda C

A heterocromatina constitutiva foi detectada de acordo com a técnica descrita por
Schwarzacher et al. (1980), com pequenas modificagdes. As laminas foram hidrolisadas em
eido cloridrico 0,2 N, 4 temperatura ambiente, durante 1 minuto e 15 segundos. Em
seguida, foram tratadas em solucdo saturada de hidréxido de bario a 5%, em temperatura
ambiente, durante oito minutos e finalmente incubadas em 2xSSC, a 60°C, durante 80
minutos. A coloragéo foi realizada com Giemsa (10% em tampio fosfato 0,1 M pH 6.8),

durante 15 minutos.
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O percentual de heterocromatina constitutiva foi obtido a partir da média das dreas
positivas 4 banda C em relagio ao genoma total de dez metifases. As medidas foram
obtidas com o auxilio do programa Iimage Pro-Plus versio 4.5, da Media Cybermnetics.

Coloragio com fluorocromeos

A coloragdo com fluorocromos foi obtida a partir da técnica descrita por Schweizer
(1976) com algumas modificagdes. Para coloracio com DAPI, as ldminas foram tratadas
com 150 pl. de distamicina (0,1 mg/mL em agua deionizada estéril) por 20 minutos,
lavadas com tampdo Mcllvaine e secas ao ar. As laminas foram incubadas em solugfio
DAPI (0,2 mg/ml cm 4gua dcionizada cstéril) no cscuro, 4 temperatura ambicnte, durantc
15 minutos.

Para a coloragdio com cromomicina (CMA) as idminas foram tratadas com 150 pL de
distamicina (0.3 mg/ml. em 4gua deionizada estéril) por 20 minutos, lavadas com tampéo
Mclivaine e secas ao ar. A coloragio foi realizada com CMA (0,5 mg/ 10mL em agua
deionizada esténl) a temperatura ambiente, durante 45 minutos no escuro.

Para ambas as coloragdes, apés lavagem em tampfio as laminas foram secas ao ar e

montadas com solugdo de sacarose saturada e analisadas ao microscopio apos 15 dias.

Ag-NOR

Para observagdo das regides organizadoras de nucléolo (NORs) foram testadas
diversas metodologias, sendo utilizada a técnica descrita por Fukui e Nakayama (1996),
que consiste em tratar o material corn quatro a oito gotas da solucdo de nitrato de prata 50%
em citrato de sédio 0,002%, pH 3,0 (1:1), 2 60°C durante 10 a 15 minutos, lavadas em adgua

deronizada, secas ao ar e analisadas ao microscopio.

Hibridagio in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi realizada segundo método de Heslop-Harrison ef al. (1991),
com pequenas modificagdes. Utilizou-se como sondas os recombinantes pTa 71 contendo
uma unidade de rDNA 458 (188-5.85-26S + IGS) de Triticum aestivum de
aproximadamente 9Kb clonada em pUC 19 (Gerlach & Bedbrook, 1979) ¢ pTa 794,
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contendo um fragmento de tDNA 58 de T. aestivum, com 410pb, clonada em pBR 322
{Gerlach & Dver, 1980), ambas marcadas com biotina por “nick translation”. As ldminas
foram imcubadas com 100 ul/ml. RMNAse durante uma hora a 37°C, fixadas em
paraformaldeido 4% por dez minutos, desidratadas em série gradativa de alcool 70 a 100%
e secas ao ar. As sondas (100 ng de DNA/L) foram desnaturadas a 70°C por dez mimutos e
imediatamente colocadas no gelo. Utilizou-se 5 pl. de sonda para cada lamina e os
cromossomos foram desnaturados juntamente com a sonda em termociclador (MJ
Research) a 90°C durante dez minutos. Em segmda foram transfenidas para 48°C por 10
minutos e & 38°C por cinco minutos, sendo finalmente incubadas em cimara tmida a 37°C
overmght. As lavagens pds-hibridag@o para tDNA 458 foram reahizadas segundo Cuadrado
e Jouve (1994) e para IDNA 358 foi utilizado 6x8SC durante 20 minutos e 4xSSC durante
10 minutos, lodas com agilagfio constanle. As regides mbridadas {oram detecladas com
Awvidina-FITC. Os cromossomos foram corados com solucdo de iodeto de propidio (2,5
ug/pL) durante 30 minutos.

Germinacio das sementes
Fo1 possivel observar que 80% das sementes utilizadas germinaram sob condigdes

antertormente citadas.

Mociosc

Foram analisadas cerca de 100 células de cada fase, as quais foram identificadas com
o auxilio das imagens do ciclo celular meidtice de mitho, cevada, Artemisia e Lippia alba
descritas respectivamente por Singh (1993), Fukui & Nakayama (1996) ¢ Brandfo et al. (in
prep — ver artigo 1).

RESULTADOS

O caridtipo de A virgata apresentou 2n = 36 cromossomos pequenos, todos
metacéntricos, constituindo portanto um caritipo simétrico. Os pares 1 e 2 apresentaram
uma constrigdo secundaria no brago longo (Figuras 2 e 3 e tabela 1).



O nicleo interfasico foi classificado como semi-reticulado, segundo Guerra (1987a)
(Figura 4a).

A técnica de banda C mostrou grande quantidade de heterocromatina constitutiva,
representando cerca de 64% do genoma (Figura 4¢), que também foi observada com
coloragdo convencional com Giemsa 10% (Figura 4b). Através da coloragio com DAPI
observou-se vérias regides heterocromaticas ricas em pares de bases AT (Figura 4d-e),
enquanto a coloragdo com CMA evidenciou apenas algumas poucas regides ricas em CG
(Figura 4f-g).

Mediante a aplicagéo de varias metodologias para localizagdo das NORs pela prata
(Ag-NOR), cbservou-se marcagfes inespecificas para todos os testes, tanto em células
mutéticas quanto em células meidticas (Figura 4h-i). A técnica de FISH permitiu detectar
quatro sitios da NOR, sendo estes de tamanho diferente nos dois pares de cromossomos
(Figura 4j-k). O rDNA 58 foi localizado em dois sitios de um par de homoélogos (Figura
41).

Néo foi possivel localizar no ideograma as posigtes dos blocos de heterocromatina,
dos sitios da NOR e do rDNA 58, devido a4 grande dificuldade em definir suas posigdes
exatas nos cromossomos e identificar o ntimero dos cromossomos portadores, dado a
grande similaridade entre eles e ao tamanho reduzido.

A analise da viabilidade das sementes mostron 80% de germinacéo.

Foi possivel observar as fases de intérfase (Figura 5a), leptoteno (Figura 5b), zigéteno
(Tigura 5¢), paquiteno (Figura 5d), dipléteno inicial (Figura Se), dipléteno (Figura 51),
dipléteno tardio (Figura 5g), diacinese (Figura 5h), anafase I (Figura 51), telofase 1 (Figura
533 telofase [T inicial (Figura 5k) e teléfase IT (Figura 51) . Observou-se também a formagio
de 18 bivalentes durante a diacinese (Figura 5h), a presenca n = 18 cromossomos durante a
telofase I (Figura 5j) e a segregacdo mormal dos conjuntos cromossémicos durante a
anafase 1, telofase I e II (Figura 5i-l).

DISCUSSAO

A dificuldade encontrada por diversos autores para estabelecer a taxonomia da
familia, se justifica pela grande semelhanga morfol6gica apresentada pelas espécies do
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mesme género ¢ com espécies de géneros proxunos (Jussieu, 1789, Chamisso, 1832;
Schauer, 1847, 1851; Bentham & Hooker, 1876; Briquet, 1895, 1897; Chodat, 1902; Junell,
1934; Moldenke, 1946, 1958; Troncoso, 1974; Noamesi, 1977, Botta, 1980; Corréa, 1984;
Nash & Nee, 1984; Compadre ef al., 1986, Gomes et al., 1993; Valentin ef al., 1995,
Bonzami et al., 1997, Costa et al., 1998; Zoghbi, 1998; Judd et al., 1999; Silva, 1999,
Salimena, 2000, 2002). Existem: ainda caracteristicas na familia que dificultam sua
sistemdtica, tals corno a presenga de hibridos naturais, ocorréncia de poliploidia, redugio
no tamanho e no niimero dos cromossomos ¢ a ocorréncia de apomixia (Sen & Sahni, 1955;
Raghavan & Arora, 1960; Khoshoo & Mahal, 1967, Botta, 1979, Spies, 1983-84; Spies
1984; Sinha & Sharma, 1984; Sanders, 1987, Ojha & Dayal, 1992; Corazza-Nunes ef al.,
1995; Sinha et ai., 1995).

Estudos da viabilidade de sementes, fertilidade do gric de pélen e do comportamento
dos cromossomos meloticos em Aloysia, revelaram inumeras anormalidades, que asso-
cladas ao alto percentual de grios de polen estéreis e ao baixo indice de germinagio das
sementes, sugerem a presenga de poliploidia na espéeie A. hrcioides e A. gratissima (2n =
54) e A. polistachia (2n = 36) (Corazza-Nunes ef al., 1995; Andrada er al., 1998). As
espécies A. ligustrina (2n = 36) e A. scorodonioides (2n=T72) (Diers, 1961; Covas &
Schnack, 1946 apud Corazza-Nunes ef al., 1993), sio consideradas tetraploide e octaploide,
respectivamnente, j4 que o namero basico indicado para o género é x = § cromossomos
(Corazza-Nunes ef al., 1995). Nossos estudos revelaram 2n = 36 cromossomos para Aloysia
virgata, com um caridtipo simétrico e todos os cromossomos metacéntricos, ndo sendo
possivel definir o nivel de ploidia para a espécie através de técnicas convencionais. No
entanto, através das andlises de FISH foi possivel observar a presenga de um nico par de
cromossomos com sitic de tDNA 58 e dois pares com NORs, porém de tamanhos
diferentes. Esses dados sugerem que o caridtipo de 4. virgata seja de origem dipléide com
um mimero basico x = 18 cromossomos. A possivel ocorréncia de poliploidia em 4. virgata
foi descartada pela inexisténeia de no minimo dois pares cromossdmicos carregando os
sitios de TDNA 58, no entanto, nfio podemos deixar de considerar que a perda desse sitios
possa ter ocorrido ao longo do tempo. O alto indice de germinagio das sementes (cerca de

80%) para a populagdo de 4 virgata analisada no presente trabalho, também reforga a
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hipétese de diploidia, jé que plantas polipléides normalmente apresentam baixo indice de
germinagdo e alto indice de esterilidade das sementes, como relatado por diversos autores
para diversas espécies (Stace, 1989; McKellar & Quesenberry, 1992; Judd et al, 1999;
Miller & Venable, 2000; Otto & Whitton, 2000). Outro resultado que corrobora a hipotese
da auséncia de poliploidia para a origem da 4. virgata foi a presenga constante de 18
bivalentes normais observados durante a diacinese e metafase L, contrariando os relatos j&
existentes para o género, embora saiba-se que a presenga de bivalentes nio seja um
indicativo definitivo para indicar o nivel de ploidia, uma vez que pode nio haver a
formagdo de multivalentes em poliploides e que quando os cromossomos sdo muito
pequenos, a formagdo de multivalentes pode ser dificultada (Srivastav & Raina, 1982).
Pode haver também um controle génico inibindo a formagdo de multivalentes em
polipléides, como relato em trigo (Riley & Chapman, 1958) e o pareamento de
cromossomos homeélogos, initbindo a formagiio de tetravalentes (Stebbins, 1971; Stace,
1989, 2000). No entanto, as sondas utilizadas na téenica de FISH fincionaram como
importantes marcadores citogenéticos para a evidenciar o nivel de ploidia da origem da
espécie 4. virgata, principalmente os sitios de rDNA 58. Raina ef al. (2001) e Besendorfer
et al (2002), também utilizaram rDNA 58 como marcadores em espécies vegetais.
Considerando os resultados de citogenética molecular, 4. virgafa seria o primeiro caso em
que foi possivel evidenciar uma origem diploide no género, determinando, portanto, x = 18
Cromossomos como o novo nimero basico para Aloysia.

O género Aloysia é considerado morfologicamente muito semelhante a Lippia. No
entanto, nfo existe na literatura descri¢dio do caridtipo para espécies desse género que
permita uma comparagdo mais detalhada entre eles, havendo apenas relato do ntimero
cromossomico. Uma unica espécie de Lippia, L. alba, foi recentemente estudada por
Branddo et al. (in prep - ver artige ). Assim, considerando L. alba e A. virgata como
representantes dos respectivos géneros, algumas caracteristicas citogenéticas contribuem
para diferenciar esses taxa. Em L. alba observou-se a presenga de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, enquanto todos sdo metacéntricos em 4. virgata, foram
detectadas seis NORs (trés pares portadores) em L. afba e quatro NORs em A. virgata e o

micleo interfasico apresenta morfologia do tipo areticulado em L. alba e semi-reticulado em
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A. virgata. A morfologia dos niicleos interfasicos representa um importante parimetro na
citotaxonomia. Sua morfologia apresenta-se constante entre as espécies, podendo ser
utilizado para definir uma determinada espécie (Guerra, 1987a). Essas espécies, no entanto,
assemelham-se quanto & presenca de grande quantidade de heterocromatina em relagdo ao
tamanho de seus genomas e dois sitios de fDNA 58. Portanto, os dados obtidos no presente
trabalhio, comparados com os de L. alba, ainda nos permitem sugerir que Aloysia e Lippia
sejam tratados como géneros independentes. Entretanto, caracteres citogenéticos poderdo
ser de grande importincia para o estudo taxondmico de ambos os géneros, desde que exista
diferencas citogenéticas em cada género 4 medida que novas espécies venham a ser
estudadas.
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Figura 1 - Aloysia virgata (Verbenaceae). Exemplar da Cadeia do Espinhaco-MG., medin-
do aproximadamente 3,5m de altura (a) botdes florais em destaque (b).

Figura 2 ~ Metafase mitotica (a), cariograma (b), metafase com constrigio secundaria (o) e
no destaque, os pares cromossdmicos portadores das constrigdes (d) corados
com Giemsa 10%.

Barra = 10 um.

Figura 3 - Ideograma de 4.virgata baseado nos dados morfométricos da tabela 1. As inter-
rupedes representam as constrigdes secundrias.

Figura 4 — Ntcleo interfasico (a) e metafase (b) corados com Giemsa; metafase submetida a
banda C (¢); nicleo interfafico (d) ¢ metafase (¢) corado com DAPL nucleo
interfasico (f) e metifase (g) com CMA; Ag-NOR em nicleo interfisico e
diacinese em células meidticas (i); FISH em micleo interfasico (j) e metafase
(K) mostrando 04 NORs; FISH em profase mostrando 2 sitios de rDNASS O.
Barra = 10 ym.

Figura 5 ~ Células do botdo floral em: intérfase (a); leptéteno (b); zigdteno (¢); paquiteno
(d); dipléteno inicial (e); diploteno (f); diploteno tardio (g); diacinese (h); anafase
I(); telofase I (3, telofase II micial (k); telofase IT ().
Barra = 10 um.
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Tabela 1 - Dados morfométricos dos cromossomos de Aloysia virgata, N= 15,

C CT TR% RB IC CcC
1 2.62 7.70 1.47 40.5 M
2 2.50 7.16 1.33 428 M
3 2.20 6.30 1.29 43.6 M
4 2.19 6.27 1.38 42.0 M
5 2.15 6.16 1.21 45.1 M
6 2.08 5.95 1.31 43.2 M
7 2.03 5.81 1.33 42.8 M
8 2.00 5.73 1.29 43.5 M
9 1.92 5.50 1.40 41.6 M
10 1.90 5.44 1.23 44.7 M
11 1.88 5.38 1.26 44.1 M
12 1.84 527 1.27 44.0 M
13 1.78 5.10 1.37 42.1 M
14 1.71 4.89 1.28 43.8 M
15 1.68 4.81 1.27 44.0 M
16 1.59 4.55 1.37 42.1 M
17 1.48 424 1.20 452 M
18 1.35 3.86 1.28 43.7 M

C = Cromossomo; CT = Comprimento Total do Cromossomo; TR = Tamanho Relativo;
RB = Relagdo de Bragos; IC = Indice Centromérico; CC = Classificagdo Centromérica,
M = Metacéntrico, SM = Submetacéntrico; N = Numero de Metifases Medidas.
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RESUMO

Lantana camara L. apresentou 44 cromossomos todos metacéntricos e quatro pares
portando constrigdo secundaria. Grande quantidade de heterocromatina foi observada
através das técnicas de banda C, DAPI e CMA, especialmente rica em CG. Foram
localizadas seis regides organizadoras de nucléolo (NORS) e quatro sitios de rDNA 58 pela
técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH). O mucleo interfasico foi classificado
como semi-reticulado. Foi também realizada a caracterizagdo meidtica da espécie, que
mostrou segregacdo normal dos cromossomos e a presenca constante de 22 bivalentes
durante o dipléteno e a diacinese. Os resultados obtidos quanto ao ntimero de
cromossomos, de NOR e de sitios de tDNA 5S niio excluem uma possivel origem
polipléide para L. camara coletada em Minas Gerais, Brasil, embora o comportamento dos
cromossomos meidticos seja de uma planta dipléide. Os resultados desse trabalho
comparados aos estudos citogenéticos existentes para os géneros Lippia e Aloysia,
considerados morfologicamente semelhantes, acrescentaram diferencas citogenéticas
importantes entre as espécies que favorecem a hipétese de que os trés géneros sejam taxa

distintos.

INTRODUCAO

O género Lantana (Verbenaceae, Lamiales) foi descrito por Linnaeus em 1753 e
atualmente compreende de 150 a 270 taxa (Cronquist, 1981; Moldenke, 1983). Apresenta
distribuigdo neotropical, com poucos representantes nativos na Asia e Africa (Moldenke,
1973). Esta distribui¢do foi ampliada pelo cultivo de vérias espécies, sob centenas de
nomes vulgares (Howard, 1969; Ghisalberti, 2000).

O género Lantana se destaca por apresentar espécies com diversas propriedades
medicinais anti-reumiticas, estomdquicas, estimulantes, febrifugas, sudorificas e contra
afecgSes bronco-pulmonares. Existem relatos da utilizagdo de espécies no controle
biolégico e como repelente de determinados insetos, além do uso terapéutico contra
doengas como cincer, malaria e ilceras. O género possui ainda espécies com propriedades
toxicas e outras com caracteristicas ornamentais (Lopez-Palacios, 1977; Pio-Corréa, 1984;
Sinha & Sharma, 1984; Weenen et al., 1990; Herbert & Maffrand, 1991; Morton, 1994;
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Siddiqui et al., 1995; Dua et al., 1996; Kaushik, 1996; Wollenweber ef al., 1997, Baars &
Neser, 1999; Broughton, 2000, Ghisalberti, 2000; Pereira & Barreto, 2001; Sanders, 2001;
Day & McAndrew, 2002).

A espécie Lantana camara é nativa da América Tropical (Sinha & Sarma, 1984) e
apresenta a maior distribuicdo geogrifica entre as espécies do género (Silva, 1999). A
espécie € semi-arbustiva podendo chegar a dois metros de altura, floresce e frutifica durante
todo o ano. A mudanga sucessiva e natural da cor de suas flores e a presenc¢a de inimeras
propriedades medicinais levou a espécie a receber amplo destaque no género (Silva, 1999).

Espécies do género Lantana apresentam caracteristicas morfologicas muito proximas
ao género Lippia, diferenciando-se apenas pela morfologia do fruto, sendo drupaceo em
Lantana e esquizocarpico em Lippia (Salimena, 2000). Em fungdo disso, as plantas sdo
freqiientemente classificadas de forma incorreta, gerando intimeros conflitos na delimitago
e no numero de espécies nos respectivos géneros (Silva, 1999; Salimena, 2000, 2002). Com
base nas caracteristicas do fruto, Jansen-Jacobs (1988) considerou Lippia e Lantana como
um anico género dentro da familia Verbenaceae. Silva (1999), Salimena & Silva (in prep)
mcluiram espécies consideradas do género Lippia no género Lantana e vice-versa. Além
disso, Silva (1999) incluiu 10 novos sinénimos para a espécie L. camara, baseando-se em
caracteres vegetativos e da inflorescéncia. Uma caracteristica que dificulta ainda mais a
delimitagdo das espécies do género € a presenca da variagio da cor nas flores, em particular
da espécie L. camara (Khoshoo & Mahal, 1967, Silva, 1999).

O género Lantana é o que apresenta maior nimero de estudos citogenéticos dentro da
familia Verbenaceae, porém estes restringem-se apenas & determinagdo do mnumero
cromossdmico. Ha relatos desse tipo para populagdes de L. triflolia 2n = 48 e 27
cromossomos, com X = 9) (Patermann, 1935 ¢ Sanders, 1987); para L. lilacina (2n = 36), L.
involucrata (2n = 36), L. indica (2n = 72) (Natarajan & Ahuja, 1957) e para populagdes
triploides e tetrapléides de L. montevidensis, com 36 e 48 cromossomos, respectivamente
(Henderson, 1969).

Para a espécie L. camara ha varios estudos na literatura, porém nenhum para
popula¢des brasileiras. Foram observados 2n = 22, 33 e 44 cromossomos (Tjio, 1948;
Schnack & Covas, 1947; Smgh, 1951; Sen & Sahni, 1955; Tandon & Chandi, 1955;
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Arora, 1960; Raghavan & Arora, 1960). Uma série de polipléides incluindo tripléides,
pentapléides e hexapléides com 2n = 33, 55 e 66 cromossomos foi descrita por diversos
autores (Sen & Sahni, 1955; Sinha et al, 1995; Natarajan & Ahuja, 1957; Raghavan &
Arora, 1960; Koul ef al, 1979). Choudhary & Roy (1982) relataram a presenca de 15
bivalentes € 2n = 33 cromossomos sugerindo anormalidades durante a meiose. Spies (1983-
4, 1984) estudou populagdes do complexo L. camara L. da Africa do Sul e determinou 2n =
22, 33, 44, 55 e 66 cromossomos, admitindo haverem hibrida¢des potenciais dentro do
complexo da espécie. Sanders (1987) também realizou estudos cromossémicos de
populagdes de L. camara do Caribe, identificando tripléides como resultado da hibridacdo
entre diploides e tetraploides. De forma geral tem sido sugerido os mimeros basicos x = 11
¢ 12 para a espécie (Sinha et al., 1995; Tandon & Chandi, 1955).

Essa grande variabilidade do ntimero cromossémico encontrada na espécie L. camara
pode indicar que ela estd passando por um processo de adaptagdo evolutiva, através de
mudancas cariotipicas, por mecanismos que envolvem aneuploidia e poliploidia. A analise
citogenética de populagdes brasileiras pode fornecer informagdes Importantes sobre seu
comportamento cromossomico e auxiliar na compreensio da evolugio desse complexo.

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar o nimero cromossdmico € o
cariétipo de Lantana camara coletada no Brasil, além de identificar e caracterizar algumas
fases da meiose, visando contribuir com informacdes adicionais para a solugdo dos
problemas de sistematica e taxonomia relacionados 4 delimitacdo das espécies nos géneros

da familia Verbenaceae.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material

Foram coletadas estacas de Lantana camara (Figura 1) na Estacdo Experimental de
Boténica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.
As estacas foram mantidas em hidroponia a 25°C até a emissdo das raizes. As
mnflorescéncias imaturas de L. camara foram imediatamente fixadas apds a coleta em

metanol:acido acético (3:1).
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Uma exsicata da espécie Lantana camara foi depositada no Herbario CESJ da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) como material voucher e registrado sob o

namero de tombo 39.309.

Preparacio de liminas

Apds a emissdo das raizes, as estacas foram transferidas para tubos contendo solugfio
de colchicina 0,025%, a temperatura ambiente, durante duas horas ou entdio as estacas
foram pré-tratadas com solugdio de orizalina 5 pM, a temperatura ambiente, durante quatro
horas e 30 minutos. Apds os tratamentos, as raizes foram fixadas em metanol:acido acético
(3:1) por, no minimo, 24 horas. A digestdo enzimatica foi realizada com o complexo
enzimatico Pectinex (Novo Nordisk Ferment™ Bioindustrial do Brasil) na concentragdo de
1:10 (tampio citrato de s6dio 2 mM, pH 3.5), durante 3 horas e 15 minutos a 34°C. As
laminas foram preparadas a partir da técnica de secagem ao ar com digestio enzimatica
segundo Carvalho (1995).

Para obtengdo de células meidticas utilizou-se a metodologia descrita por Branddo et
al. (2000). Foram utilizadas flores de 1,0 a 1,5 mm de comprimento e 2,0 a 2,5 mm de
largura. Aproximadamente 60 anteras foram lavadas em agua destilada durante 30 minutos.
As anteras foram imersas em uma solugdo enzimatica concentrada (Pectinex - Novo
Nordisk Ferment™ Bioindustrial do Brasil) durante 25 minutos a 34°C. Apos a digestio,
esse material foi lavado em agua destilada durante 20 minutos. Em seguida, as anteras
foram fragmentadas, expulsando as células mie do grio de pélen (PMCs). A suspensdo
celular foi centrifugada a 2000 rpm durante seis minutos. Decorridos 20 minutos, o material
fo1 ressuspendido e gotejado nas ldmina. Apds secagem ao ar € em placa aquecedora, as
laminas foram submersas em acido acético 45% durante 20 segundos. A coloragdo foi feita

com Giemsa a 10% em tampéo fosfato 0,1 M pH 6.8, durante um minuto.

Cariotipo

As laminas foram tratadas com acido acético 45% gelado durante 10 segundos e em
seguida coradas com Giemsa a 10% em tampéio fosfato 0,1 M pH 6,8, durante trés minutos.
Foram utilizadas 20 metifases montagem dos cariogramas e obtengdo das medidas de
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comprimento total dos cromossomos (CT — comprimento do brago curto + comprimento do
brago longo) e comprimento dos bragos dos cromossomos. Para confeccdo do ideograma
foram utilizados os pardmetros de tamanho relativo (TR — tamanho total do cromossomo
individual X 100/tamanho total do genoma), indice centromérico (IC ~ comprimento do
brago curto X 100/comprimento do brage longo + comprimento do brago) e relagio de
bragos (RB — comprimento do brago longo/comprimento do brago curto) com ajuda do
programa Image Pro-Plus versdo 4.5, da Media Cybemetics. Os cromossomos foram
classificados segundo Guerra (1988).

Nicleos Interfasicos

A morfologia nuclear foi analisada através da coloragdo com Giemsa em
aproximadamente 1000 ntcleos interfasicos. Foi utilizada a classificagdo de Guerra (1987a,
b).

Banda C

A heterocromatina foi detectada de acordo com a técenica descrita por Schwarzacher
et al. (1980), com pequenas modificacdes. As laminas foram hidrolisadas em acido
cloridrico 0,2 N, a temperatura ambiente, durante 1 minuto e 15 segundos. Em seguida,
foram tratadas em solugdo saturada de hidroxido de bario a 5%, 4 temperatura ambiente,
durante 8 minutos e finalmente incubadas em 2xSSC, a 60°C, durante 80 minutos. A
coloragdo foi realizada com Giemsa a 10% em tampédo fosfato 0,1 M pH 6.8, durante 15
minutos.

O percentual de heterocromatina constitutiva foi obtido a partir da média das areas
positivas & banda C em relagdo ao genoma total de dez metafases. As medidas foram
obtidas com o auxilio do programa Image Pro-Plus versio 4.5, da Media Cybemetics.

Coloracie com fluorecromos

A coloragdo com fluorocromos foi obtida a partir da técnica descrita por Schweizer
(1976) com algumas modificacdes. Para coloracio com DAPI, as laminas foram tratadas
com 150 pl. de distamicina (0,1 mg/ml em agua deionizada estéril) por 20 minutos,
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lavadas com tampdo Mcllvaine e secas ao ar. As laminas foram incubadas em solugdo
DAPI (0,2 mg/mL em agua deionizada estéril) no escuro, a temperatura ambiente, durante
15 minutos.

Para a coloragdo com cromomicina (CMA) as ldminas foram tratadas com 150 pL de
distamicina (0,3 mg/mL em agua deionizada esténl) por 20 minutos, lavadas com tampdo
Mcllvaine e secas ao ar. A coloragdo foi realizada com CMA (0,5 mg/10mL em agua
deionizada estéril) 4 temperatura ambiente, durante 45 minutos no escuro.

Para ambas as coloragSes apos lavagem em tampéo, as 1aminas foram secas ao ar e

montadas com solugdo de sacarose saturada e analisadas ao microscopio apos 15 dias.

Ag-NOR

Para observacdo das regides organizadoras de nucléolo (NORs) foram testadas
diversas metodologias, sendo utilizada a técnica descrita por Fukui e Nakayama (1996),
que consiste em tratar o material com quatro a oito gotas da solugéo de nitrato de prata 50%
em citrato de sédio 0,002%, pH 3,0 (1:1), a 60°C durante 10 a 15 minutos, lavadas em agua

deionizada, secas ao ar e analisadas ao microscopio.

Hibridaciao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi realizada segundo a técnica de Heslop-Harrison ef al. (1991),
com pequenas modificagdes. Utilizou-se como sondas os recombinantes pTa 71 contendo
uma unidade de DNA 458 (188-5.88-268 + IGS) de Triticum aestivum de
aproximadamente 9Kb clonada em pUC 19 (Gerlach & Bedbrook, 1979) e pTa 794,
contendo um fragmento de rDNA 5S de 7. aestivum, com 410pb, clonada em pBR 322
(Gerlach & Dyer, 1980), ambas marcadas com biotina por “nick translation™. As laminas
foram incubadas com 100 pl/ml. de RNAse durante uma hora a 37°C, fixadas em
paraformaldeido 4% por 10 minutos, desidratadas em série gradativa de alcool 70 a 100% e
secas ao ar. As sondas (100 ng de DNA/uL) foram desnaturadas a 70°C por dez minutos e
imediatamente colocadas no gelo. Utilizou-se 5 pl. de sonda para cada limina e os
cromossomos foram desnaturados juntamente com a sonda em termociclador (MJ

Research) a 90°C durante dez minutos. Em seguida foram transferidas para 48°C por dez
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minutos € a 38°C por cinco minutos e incubadas em cimara Gmida a 37°C overnight. As
lavagens pos-hibridagio para tDNA 45S foram realizadas segundo Cuadrado e Jouve
(1994) e para tDNA 58 foi utilizado 6xSSC durante 20 minutos seguido de 4xSSC durante
dez minutos, sob agitagio constante. As regides hibridadas foram detectadas com avidina-
FITC. Os cromossomos foram corados com solucdo de iodeto de propidio (2,5 pg/ul)

durante 30 minutos.

Meiose

Foram analisadas cerca de 100 células de cada fase, as quais foram identificadas com
o auxilio das imagens do ciclo celular meidtico de milho, cevada, Artemisia, Lippia alba e
Aloysia virgata, descritas respectivamente por Singh (1993), Fukui & Nakayama (1996) e
Brandio et al. (in prep — ver artigos 1 e 2).

RESULTADOS

O canétipo de L. camara apresentou 44 cromossomos, com todos os pares
metacéntricos. Observou-se de dois a quatro pares de cromossomos com constricdo
secundaria, nos pares 1, 2, 3 e 4 (Figura 2, 3 e tabela 1).

O micleo interfasico foi classificado como semi-reticulado, segundo Guerra (1987a)
(Figura 4a).

A técnica de banda C mostrou grande quantidade de heterocromatina constitutiva
centromérica (68% da cromatina) (Figura 4b). A coloragdo com DAPI evidenciou apenas
algumas dessas regides (Figura 4f-g), enquanto que CMA detectou vérias regides (Figura
4d-e). A presenca de blocos heterocromaticos também foi observada através da coloragio
com Giemsa (Figura 4c).

Mediante a aplicagio de vérias metodologias para localizagdo das NORs pela prata
(Ag-NOR), observou-se marcagdes inespecificas para todos os testes. A figura 4h mostra o
resultado obtido em célula mitética com a técnica de Fukui & Nakayama (1996). A técnica
de FISH detectou seis NORs em trés pares de cromossomos (F igura 4i-j) e quatro sitios de
IDNA 58 em dois pares de cromossomos (Figura 4k-I).
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Nio foi possivel localizar no ideograma a posigdo dos blocos de heterocromatina,
NOR e dos sitios de tDNA 58, devido a grande dificuldade em definir suas posi¢Ses e
identificar os cromossomos portadores, em fungdo do pequeno tamanho e 4 grande
similaridade dos mesmos.

Foi possivel observar as fases de intérfase (Figura 5a), leptéteno (Figura 5b), zigbteno
(Figura 5c), paquiteno (Figura 5d), dipléteno (Figura Se), diacinese inicial (Figura 5f),
diacinese (Figura 5g),metafase I (Figura 5h), anafase I (Figura 51), telofase 1 (Figura 5j),
profase II (Figura 5k) e telofase II (Figura 51). Observou-se também a formagdo de 22
bivalentes durante o dipléteno e a diacinese (Figura Se-g), a segrega¢do normal dos

conjuntos cromossdmicos durante a anafase I, telofase [ e II e préofase I (Figura i-1).

DISCUSSAO

Lantana camara, ocorrente em MG, Brasil, apresentou 44 cromossomos bem
uniformes, ndo sendo possivel no entanto sugerir o nivel de ploidia para a espécie através
do ntmero ou por técnicas convencionais para andlise do caniétipo. Embora os niimeros
cromossdmicos ja relatados na literatura 2n = 22, 33, 44, 55 ¢ 66 cromossomos para
diferentes populagdes de L. camara ndo permitam excluir a hipétese de poliploidia na
populagdo estudada no presente trabatho, o mamero de NORs detectadas pela técnica de
FISH (seis NORs localizadas em trés pares de cromossomos) ndo é coerente com uma
origem autopoliploide. Portanto, torna-se dificil explicar que o caridtipo com 44
cromossomos € seis NORs seja auto-tetraploide, a nfo ser que um par de NOR tenha
surgido posteriormente & poliploidizagdo, por eventos envolvendo rearranjos
cromossoémicos do tipo duplicacéo e translocagiio dos segmentos cromossémicos contendo
a NOR. A presenca de quatro sitios de genes de rRNA 5S (em dois pares de cromossomos)
também favorece a hipétese de uma possivel origem alopoliploide. Entretanto, observou-se
que todas as células analisadas formaram 22 bivalentes durante a diacinese.
Adicionalmente, ndo foram observadas anormalidades na segregagdo dos conjuntos
cromossomicos para a populacéo brasileira estudada. A maioria dos estudos realizados em
populacdes de L. camara de outras localidades, as classificam como tetraploides (x = 11) e
descrevem a presenga de umi, bi, tri e multivalentes durante a meiose (Schnack & Covas,
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1947; Tjio, 1948; Sen & Sahni, 1955; Tandon & Bali, 1955; Raghavan & Arora, 1960;
Arora, 1961; Spies, 1983-4, 1984; Sanders, 1987; Ojha & Dayal Sinha ef al., 1995). Singh
(1951) relatou o ntimero cromossémico (2n = 22) de uma populagdo de L. camara, porém
sob a forma de nota, sem nenhum tipo de documentagio. E possivel que as populagdes
estudadas por estes autores ndo sejam as mesmas entidades taxondmicas do presente
estudo. Os resultados do presente trabalho niio excluem que a populagdo de L. camara do
Brasil tenha uma pdssivel origem poliploide, embora tenha sido detectado 22 bivalentes,
sem qualquer anormalidade na meiose. Essa caracteristica, no entanto, nfio é garantia de
uma origem dipléide, considerando-se que pode ndo haver a formagdo de multivalentes em
polipléides, que quando os cromossomos sio muito pequenos a formagio de multivalentes
pode ser dificultada (Srivastav & Raina, 1982), que pode haver o controle génico inibindo a
formagdo de multivalentes em polipléides (Riley & Chapman, 1958) ou ainda que pode
ocorrer o pareamento de cromossomos homedlogos em alopolipléide segmental (Stebbins,
1971; Stace, 1989). Além disso, espécies originadas por poliploidia sdo tratadas como
dipléides, porque apresentam meiose normal e restauram a fertilidade adquirindo uma
estabilidade no processo evolutivo (Stebbins, 1971; Stace, 1989, Singh, 1993, Stace, 2000).
Apesar da grande semelhanga morfolégica entre os géneros Lantana e Lippia, nio foi
observada uma relagio entre eles quando comparamos 0s numeros cromossomicos basicos
citados na literatura. Os resultados do presente trabalho revelaram algumas caracteristicas
citogenéticas que permitem diferenciar Lanfana camara de Lippia alba, as tinicas espécies
desses dois géneros cujo caridtipo foi analisado através de técnicas citogenéticas mais
detalhadas (Brandio e al., in prep. - ver artigo 1). Essas duas espécies difereciaram-se pela
morfologia dos cromossomos, pelo nimero de constrigdes secundrias, pela presenca de
dois sitios de tDNA 5S em Lippia ¢ de quatro sitios em Lantana, pela presenca de maior
quantidade de heterocromatina rica em pares de base AT em Lippia e CG em Lantana,
além da diferenca apresentada no fénétipo nuclear, areticulado em Lippia e semi-reticulado
em Lantana (Branddo et al,, in prep - ver artigo 1). A morfologia nuclear dos ntcleos
interfasicos representa um importante pardmetro na citotaxonomia. Sua morfologia
apresenta-se constante entre as espécies, podendo ser utilizado para definir uma

determinada espécie (Guerra, 1987a). Foram observadas também caracteristicas
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citogenéticas comuns em ambos os géneros, tais como a presenga de grande quantidade de
heterocromatina em relacdo ao tamanho dos seus genomas e o mesmo nimero de NORs.
Brandio et al. (in prep - ver artigo 2) analisaram citogeneticamente uma espécie do género
Aloysia (A. virgata), considerado muito préoximo a Lanfana. A analise conjunta dos dados
das trés espécies, L. alba, A. virgata e L. camara, revela que varias caracteristicas
citogenéticas permitem sugerir uma possivel diferenciagdo entre os géneros Lippia, Aloysia
e Lantana. No entanto, € necessario que um nimero maior de espécies seja analisado para
se encontrar caracteres citogenéticos comuns a cada género e que possa defini-los
claramente.

A presenca de heterocromatina constitutiva rica em AT tem sido comumente detectada
em diversas espécies vegetais (Schwarzacher & Schweizer, 1982; Guerra, 1987b; Guerra &
Felix, 2000; Yen-Yu ef alf, 2001; Besendorfer er al, 2002), inclusive da famila
Verbenaceae, como nos géneros Aloysia e Lippia, considerados morfologicamente
semelhantes a Lantana (Brandéo ef al., - ver artigos 1 e 2). A heterocromatina constitutiva
rica em CG, tem sido detectada principalmente associada as NORs (Schweizer, 1976;
Deumling & Greilhuber, 1982; Guerra, 1987b; Moscone ef al., 1995, 1996; Forni-Martins
& Guerra, 1999; Guerra et al., 2000; Yen-Yu et al., 2001; Branddo ef al., - ver artigo 1),
caracteristica muito comum em diversos grupos vegetais (Sinclair & Brown, 1971). Porém
outras regides no genoma ricas em CG, também sdo identificadas por CMA (Matsuyama, et
al., 1996; Guerra ef al., 2000; De Melo et al., 2001), o que explicaria a presenca de
mameras regides positivas no nucleo e prometifase de L. camara. Schwarzacher &
Schweizer (1982) relataram que 85% da heterocromatina nfo associada a NOR em
Cephalanthera damasonium é rica em CG.

Em conclusgo, com base nos caracteres citogenéticos obtidos no presente trabatho
pode-se sugerir que Lantana camara que ocorre em Minas Gerais (Brasil) é possivelmente
uma espécie com origem alopoliploide, 2n = 4x= 44 cromossomos, e que as espécies
Lantana camara, Lippia alba e Aloysia virgata apresentam caracteristicas citogenéticas
diferentes, corroborando a proposta baseada em estudos taxondmicos e morfologicos, de

que devam pertencer a géneros distintos.
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Figura 1 — Exemplar de Lantana camara (Verbenaceae) da Estagiio Experimental de Bota-
nica da Universidade Federal de Juiz de Fora-MG, medindo cerca de 1,5mde

altura.

Figura 2 — Metafase mitética (a), cariograma (b), metifase com constrigdo secundiria (¢) ¢
no destaque os pares com as constri¢des (d) corados com Giemsa 10%.

Barra = 12 pm.

Figura 3 - [deograma de L. camara baseado nos dados morfométricos da tabela 1. As inter-

rupgdes representam as constrigdes secunddrias.

Figura 4 - Ntcleo interfasico (a) e metafase (b) submetidos a banda C; metifase com colo-
ragdo convencional Giemsa (c); micleo interfasico (d) e metafase () corado
com CMA; nicleo interfasico (f) e metafase corado com DAPI (g); Ag-NOR em
metafase mitdtica (h);, FISH em profase (i) e metafase (j) mostrando 06 NORs;
FISH mostrando 4 sitios tDNA 58 (k, D.
Barra = 12 pym.

Figura 5 — Células do botio floral em: intérfase (a); leptteno (b); zigoteno (c); paquiteno
(d); dipléteno (e); diacinese inicial (f); diacinese (g); metafase I (h); anafase 1 (1);
telofase I (j); profase II (k); telofase II (1).
Barra =12 ym.
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Tabela 1 - Dados morfométricos dos cromossomos de Lantana camara, N= 20

C CT TR% RB IcC CC
1 12.00 6.66 1.25 4475 M
2 10.98 6.08 1.17 45.99 M
3 10.52 583 1.20 45.05 M
4 9.89 548 1.17 4590 M
5 931 5.16 1.22 44.89 M
6 9.14 5.06 1.34 42.66 M
7 8.89 4.92 1.22 44.88 M
8 8.89 4.92 1.27 43.98 M
9 3.84 4.90 1.24 44.57 M

10 8.48 4.70 1.02 45.28 M

11 8.19 4.54 1.20 45.29 M

12 7.99 443 1.25 44.43 M

13 7.79 431 1.33 4274 M

14 7.59 420 1.23 44.66 M

15 7.35 4.07 1.22 45.03 M

16 7.11 3.94 1.23 4472 M

17 6.39 3.82 1.20 45.42 M

18 6.67 3.69 1.26 44.07 M

19 6.45 3.57 L.17 46.04 M

20 6.00 332 1.14 46.66 M

21 572 3.17 1.29 43.53 M

22 5.65 3.13 1.25 44.42 M

C=Cromossomo, CT=Comprimento Total do Cromossomo; TR = Tamanho Relativo; RB =

Relagio de Bragos; IC = Indice Centromérico; CC = Classificagdo Centromérica, M =
Metacéntrico, SM = Submetacéntrico= Submetacéntrico, N = Numero de Metafases
Medidas
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Figura 4
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7. Conclusbes Gerais

- Lippia alba, Aloysia virgata, Lantana camara apresentam, respectivamente 2n = 2x =
30, 2n = 2x = 36, 2n = 4x = 44 cromossomos, diferindo entre si também (uanto i

morfologia dos cromossomos;

- A presenca de 30 cromossomos em L. alba e de 32 cromossomos em L. geminata

corrobora a proposta de que as espécies sejam distintas;

- As trés espécies estudadas apresentaram comportamento normal dos cromossomos na

melose;,

- As trés espécies (L. alba, A. virgata e L. camara) apresentaram grande quantidade de
heterocromatina constitutiva (54%, 64% e 68%, respectivamente), sendo
principalmente rica em AT em 4. virgata e L. alba e rica em CG em L. camara,
sugerindo uma condigdo apomdrfica para as trés espécies;

- A técnica de Ag-NOR mostrou-se inespecifica para as #rés espécies, sendo esta
detecclio de mumeros blocos marcados atribuida possivelmente a grande quantidade de

heterocromatina;
- O ndmero de NORs em 4. virgata (quatro), L. alba (seis) ¢ L. camara (seis),
determinado por hibridagéo in sifu fluorescente, mostrou ser importante marcador para

diferenciagdio das trés espécies;

- O niimero de sftios de rDNA 58 se mostrou um marcador adequado para indicar o nivel

de ploidia da origem das trés espécies;

- A morfologia nuclear determinada para as espécies L. alba (areticulado) L. camara e A.
virgata (semi-reticulado) foi mais um marcador utilizado na diferenciagdo das espécies;
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O namero de bivalentes encontrado na meiose comprovou o comportamento diploide
das trés espécies;

Os dados deste trabalho acrescentaram caracteristicas citogenéticas titeis para

delimitagio das trés espécies e determinacéo do nivel de ploidia.

128



