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RESUMO

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Poliploidia em acessos de Lippia alba (Mill)
NE. Br (Verbenaceae). 2008. 99p. Tese (Doutorado em Genética e

Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG"

Lippia alba Mill. N.E.Br, comumente conhecida no Brasil como cidreira, é
uma planta medicinal nativa da América do Sul, utilizada na medicina popular
contra desordens gastrintestinais e respiratérias, dentre outras. E uma espécie
cariologicamente varidvel, que apresenta poliploidia natural entre individuos,
com numeros cromossomicos de 2n=2x=30, 2n=4x=60 e 2n=12 a 60
(mixopldide). Embora apresente importincia econémica, medicinal, poliploidia
natural e seja amplamente difundida em vdrias regides brasileiras, estudos sobre
a poliploidia e suas conseqiiéncias para a evolucdo do genoma de L. alba ainda
nao sao encontrados na literatura. Técnicas de citometria de fluxo, analise ultra-
estrutural de graos de pdélen por meio de microscopias de luz e eletrdnica de
varredura, bandeamentos cromossdmicos e hibridizagdo in situ fluorescente com
sondas de DNAr 45S foram aplicadas. Tais metodologias possibilitaram
observar que os citdtipos polipléides de L. alba estdo passando por
reorganizacdes do genoma que envolvem alteracdes cariotipicas seguidas de
perda e inativacdo de seqiiéncias de DNA. Tais alteracOes afetaram, inclusive,
caracteres palinoldgicos. As informacdes obtidas com o presente estudo sdo
importantes para auxiliar na caracterizacdo da biodiversidade da espécie,
oferecendo, além disso, evidéncias para esclarecer a evolu¢do do genoma e as
possiveis origens de L. alba polipléide.

" Comité de Orientagdo: Lisete Chamma Davide-UFLA (Orientadora), Lyderson
Facio Viccini - UFJF.



ABSTRACT

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Polyploidy in accessions of Lippia alba
(Mill) NE. Br (Verbenaceae). 2008. 99p. Thesis (Doctor's degree in Genetics
and Plant Breeding) — Federal University of Lavras, Lavras, MG

Lippia alba Mill. N.E.Br, commonly known in Brazil as cidreira, is a
medicinal plant native of South America and it is used in folk medicine for
gastrointestinal, respiratory disorders and possesses several biological
properties. This species is a karyologically variable and display natural
polyploidy among individuals, with chromosome numbers of 2n=2x=30,
2n=4x=60 and 2n=12 to 60 (mixoploid). Although its presents economical and
medicinal importance; natural polyploidy and is widespread in several Brazilian
regions, studies on polyploidy and its consequences to genome evolution in L.
alba are not-reported in the literature. Flow cytometry, ultrastructural analysis
by light microscopy and scanning electron microscopy of pollen grains,
chromosome bandings and fluorescent in situ hybridization using rDNA 45S
probe techniques were employed. Evidences for genome reorganization that
include karyotype rearrangements, gene loss and DNA sequence inactivation
were observed. These changes have influenced palynological characteristics. All
informations obtained with these studies may be important for increase our
knowledge on biodiversity characterization and offer further evidences to clarify
the genome evolution and possible origins of L. alba polyploid.

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide-UFLA (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF.
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CAPITULO 1

Poliploidia em acessos de Lippia alba (Mill) NE. Br (Verbenaceae)



1 INTRODUCAO GERAL

A idéia de evolug@o como um principio para a origem da biodiversidade
em todos os fendmenos da vida deve incluir a analise dos cromossomos,
estruturas responsdveis por carregar a heranga nuclear. Assim, alteracdes no
tamanho, na morfologia e no nlimero cromossdmico sio caracteristicas evidentes
do processo evolutivo em espécies vegetais.

Dentre essas alteracdes, a poliploidia, ou a multiplicagdo do nimero
cromossdmico, constitui um fator chave na evolugdo das plantas, sendo um
fendmeno comumente observado em diversas familias de plantas.

Estudos recentes t€ém revelado que muitos polipldides apresentam
multiplas origens. Além disso, t€m passado por extensivas e rdpidas alteragdes
cromossOmicas e gendmicas e tém seus padrdes de expressdo génica alterados e
conseqiientemente, suas caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas e fisiolégicas
modificadas. Essas observagdes demonstram que a poliploidia em plantas é um
processo dindmico.

Considerando todos os eventos pelos quais os genomas polipldides
podem passar, a descoberta de um polipléide natural constitui excelente
oportunidade para examinar numerosos fendmenos relacionados a especiagdo e a
evolucdo. Em populacdes nturais de Lippia alba (Verbenaceae), espécie
medicinal popularmente conhecida no Brasil como erva cidreira, citétipos
apresentando poliploidia e eliminagdo cromossomica (mixoploidia) foram
identificados por Pierre (2004).

No entanto, estudos citogenético-moleculares e palinolégicos ainda nio
foram realizados em citétipos polipléides e mixopldides dessa espécie.

Considerando que ela habita todas as regides do Brasil, ¢ muito conhecida pela



populacdo e tem importancia econdmica, estudos dessa natureza sdo de grande
relevancia, pois poderdo auxiliar na caracterizag@o da sua biodiversidade.

Desse modo, este trabalho foi realizado com os objetivos de analisar
citétipos polipldides e mixopléides de L. alba por meio de técnicas de
citogenética cldssica/molecular e palinologia, auxiliando na caracterizagdo de
sua biodiversidade e apresentando com relatos inéditos a respeito da poliploidia
da espécie. Os resultados obtidos poderdo abrir caminhos para que novas
metodologias sejam aplicadas, na busca de um melhor entendimento da sua

evolucao.



2 REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 A familia Verbenaceae e o género Lippia

2.1.1 Aspectos botanicos e ecolégicos

A familia Verbenaceae estd incluida no clado Asteridae e ordem
Lamiales (Judd et al., 2002), sendo constituida por 36 géneros e 1.035 espécies.
Diversos géneros dentro da familia t€m se destacado em fungdo das
propriedades medicinais e ornamentais. Entre eles, podem ser citados os géneros
Aloysia, Lantana e, principalmente, Lippia (Bonzani et al., 1997; Salimena,
2000).

O género Lippia foi descrito por Linnaeu, em 1753. Segundo Salimena
(2000), ele retne cerca de 200 espécies, distribuidas principalmente nos
neotrdpicos e subtrépicos, com trés centros de diversidade: Brasil, México e
Argentina. O Brasil € o maior deles com, aproximadamente, 111 espécies.
Contudo, a estimativa do nimero de espécies do género tem sido motivo de
controvérsias. De acordo com caracteristicas morfoldgicas, autores, como
Schauer (1847), Bentham & Hooker (1876) e Briquet (1897), consideram os
géneros Acantholippia e Phyla como sindnimos ou subgéneros de Lippia. Por
outro lado, outros autores, como Troncoso (1974), Botta (1980) e Salimena
(2000), consideram-nos como géneros distintos.

Espécies do género Lippia apresentam propriedades medicinais
comprovadas, destacando-se entre elas, Lippia alba, que tem virios nomes
populares: erva-cidreira, falsa-melissa, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-
campo, salva-do-brasil, salva-limdo e erva-cidreira-brava. Lippia alba é
arbustiva, podendo chegar a dois metros de altura, muito ramificada e possui

ciclo perene e crescimento rapido. Floresce durante todo o ano e, em fungdo de



suas indimeras propriedades medicinais, recebe amplo destaque no género
(Salimena, 2000). Pode ser encontrada em regides de clima tropical e
subtropical, habitando solos arenosos, margens de rios, agudes, lagos e lagoas
(Correa et al., 1994).

Em relacdo ao sistema reprodutivo, espécies do género, incluindo L.
alba, sao alégamas, com dicogamia protindrica e sdo polinizadas por insetos.
Algumas espécies sdo autocompativeis e autdgamas facultativas, quando a

alogamia falha (Sanders, 2001; Schocken, 2007).

2.1.2 Importancia econdomica

O uso de plantas medicinais é mais antigo do que se imagina.
Provavelmente, a propriedade terapéutica das plantas ja era conhecida na pré-
histéria. O homem, ao observar o habito dos outros animais, aprendeu que
determinadas plantas apresentam principios capazes de curar, ou ajudar a curar,
os nossos males. Assim, desde épocas remotas, a utilizagdo de plantas de
interesse medicinal exerce grande influéncia sobre o cotidiano do homem.

Estima-se que, desde a validac@o farmacoldgica da planta medicinal até
a producdo do medicamento fitoterdpico, sejam gastos de 0,15 a 7 milhdes de
dolares, envolvendo um tempo total de dois a cinco anos, para a sua
disponibiliza¢do ao mercado consumidor. Em contrapartida, para medicamentos
sintéticos, sdo gastos de 231 a 500 milhdes de ddlares e um tempo de 10 a 15
anos (Pinto & Bertolucci, 2002). Assim, a utilizacdo de plantas medicinais para
a producio de medicamentos é uma forma economicamente vidvel, se
comparada a producdo de medicamentos sintéticos.

Lippia alba é muito utilizada na medicina popular, apresentando diversas
atividades farmacoldgicas, o que vem despertando o interesse cada vez maior
dos pesquisadores. Esta espécie € promissora na indudstria farmacéutica, de

aromas e perfumaria, além de apresentar potencial para ser utilizada na inddstria



de defensivos agricolas, devido ao fato de apresentar acio como repelente e
atividades fungicotdxica e inseticida (Santos-Mendes, 2001).

Seus constituintes quimicos conferem amplo espectro de a¢do como
sedativa, antiespasmédica, estomdquica, diurética, antiinflamatdria, analgésica,
antisséptica e miorrelaxante, entre muitas outras (Krishore et al., 1983; Dwivedi
et al., 1990; Krishore & Mishra, 1991; Correa, 1992; Vale et al., 1999; Rao et
al., 2000; Viana et al., 2000), podendo ser usada na forma de infusdo, tinturas,
banhos, cataplasmas e inalante.

De acordo com Schocken (2007), as substdncias mais importantes do
6leo essencial de L. alba sdo linalol, citral (neral e geranial), limoneno, carvona,
cariofileno, B-mirceno, canfora, 1-8 cineol, germacreno e alfa-fencheno. O
linalol, por exemplo, ¢ um monoterpeno amplamente utilizado na fabricagcdo de
perfumes, como o Chanel n°5 (na forma de 6leo essencial bruto), assim como na

producdo de outros cosméticos e aromatizantes (Frighetto & Oliveira, 1998).

2.1.3 Variacao quimica em Lippia alba

Segundo Craveiro (1981), citado por Santos-Mendes (2001), a familia
Verbenaceae possui composi¢io quimica dos 6leos essenciais bastante variada.

Lippia alba vem sendo intensamente estudada, sob o ponto de vista
fitoquimico, particularmente devido a existéncia de grande variabilidade na
composi¢do quimica dos seus 6leos essenciais, 0 que estd estritamente ligado a
diversidade de agdes terapéuticas que lhes sdo atribuidas (Ricciardi, Ricciardi &
Bandoni, 2000). Essa variacdo permite, inclusive, classificd-la em diferentes
quimiotipos, como: citral, linalol e carvona (analisados no presente trabalho e
denominados Lal, La2 e La3, respectivamente); mirceno/canfora,
limoneno/carvona e mirceno (Sousa, 2006; Yamamoto, 2006; Schocken, 2007).

Segundo Ming (1992), citado por Santos-Mendes (2001), os resultados

obtidos no estudo dos principais componentes do 6leo essencial de L. alba nem



sempre sdo os mesmos, devido ao efeito dos fatores ambientais e metodoldgicos
utilizado por diferentes autores. No entanto, Sanders (2001) relata que perfis de
6leos essenciais em Verbenaceae sao diversificados para as espécies da familia.

De acordo com D"Andrea (1995), variagdes qualitativas na composicao
quimica dos Oleos essenciais se originam principalmente de uma variagdo
genética e ou de possiveis influéncias ecoldgicas. No entanto, em L. alba, os
quimiotipos citral, linalol e carvona mantiveram suas diferencas quimicas e
morfolégicas, mesmo quando submetidos as mesmas condi¢des ambientais.
Outros estudos envolvendo a propagagdo vegetativa desses trés quimiotipos
foram realizados por Biasi & Costa (2003) que verificaram que os quimiotipos
diferem quanto a resposta de enraizamento, embora apresentem certa facilidade
na formacdo de raizes.

A idéia de que a composicdo quimica dos 6leos essenciais em L. alba
seja controlada geneticamente foi corroborada por Yamamoto (2006). No
trabalho deste autor, foram avaliadas a magnitude do efeito do genétipo (G), de
experimentos (E) e da interacdo gendtipos X ambientes na producdo e a
composi¢do de 6leos essenciais de L. alba. Foram utilizados vinte genétipos
pertencentes a cinco quimiotipos (linalol, mirceno/canfora, limoneno/carvona,
citral e mirceno) e avaliados seis caracteres fenotipicos: massas da folha fresca e
seca, rendimento do dleo essencial, altura das plantas, composicdo quimica do
Oleo e resisténcia ao virus do mosaico CMV (Cumcumber Mosaic Virus). Nesse
trabalho, a autora verificou que o efeito de genétipos (G) e de experimentos (E),
bem como a interacdo GXA, foi altamente significativo para os trés primeiros
caracteres. Os genétipos foram classificados e os quimiotipos linalol e
limoneno/carvona foram estatisticamente superiores em relagao aos demais. Por
outro lado, ndo foram observadas grandes variacdes quantitativas e qualitativas
para a composi¢do quimica do 6leo, mostrando que os compostos majoritirios

devem ser determinados geneticamente e que pequenas variagdes devem-se,



preferencialmente, ao efeito ambiental e ao efeito GXE. Na avaliacdo da
resisténcia ao CMV, os gendtipos do quimiotipo linalol foram resistentes ao
virus. Com os resultados, a autora sugeriu que os melhores gendtipos para a
producdo de dleos essenciais foram: linalol, limoneno/carvona e citral.

O trabalho realizado por Yamamoto (2006) ressalta o potencial que L.
alba tem para ser explorado em programas de melhoramento genético. Schocken
(2007) realizou um trabalho pioneiro nesse dmbito. Visando dar inicio a um
programa de melhoramento genético em L. alba, a autora realizou estudos sobre
a biologia reprodutiva da espécie e obteve quimiotipos hibridos que possam, no
futuro, auxiliar na identificagcdo de novas combinacdes de quimiotipos que
possam ter interesse comercial. Foram obtidos, a partir de cruzamentos
biparentais, hibridos entre os quimiotipos linalol X citral, mirceno/citral X
limoneno/carvona e linalol X limoneno/carvona, tendo o linalol apresentado o
melhor comportamento nos cruzamentos realizados. Frutos obtidos por
autofecundagdes produziam menor nimero e taxa de germinacdo de sementes, o

que sugere que a espécie é preferencialmente alégama.

2.1.4 Potencial biotecnolégico e caracteristicas morfologicas dos quimiotipos
citral, carvona e linalol

Em relacdo ao potencial biotecnolégico dos quimiotipos de L. alba, o
6leo essencial do quimiotipo Lal- citral apresenta forte atividade fungicida e
nematicida, efeitos ansiolitico, hipotérmico, analgésico e antidermatogé€nico
(Vale et al., 1999; Viana et al., 2000; Tavares, 2003).

O quimiotipo La2- carvona possui acdes nematicida, bacteriostatica,
bactericida e fungicida. Além disso, a carvona apresenta atividade alelopdtica,
provocando inibi¢do do brotamento de batatas (Tavares, 2003). O mesmo autor
afirma que o linalol (principal constituinte do quimiotipo La3) € utilizado na

industria de perfumaria e apresenta, ainda, efeitos sedativos, atuando sobre o



sistema nervoso central; também possui propriedades hipotérmicas e
anticonvulsivantes, podendo exercer atividades antiinflamatdéria, analgésica,
bactericida, antiftingica e inseticida. Além das atividades anteriormente citadas,
o linalol apresenta atividade contra linhagens de células de leucemia e linfoma
humanos.

Sob o ponto de vista morfolégico, observa-se que os quimiotipos de L.
alba apresentam diversidade especialmente no tamanho e na textura das folhas, e
no tamanho e na coloracdo das flores (Correa, 1992). Este mesmo autor, em
estudos anatdmicos, histoquimicos e do extrato aquoso de L. alba, concluiu que
essa espécie estd sujeita a grandes variagcdes morfoldgicas, anatdmicas e
fitoquimicas, resultantes de adaptagdes as condigdes ambientais do local de
procedéncia.

Tavares (2003) avaliou caracteres morfoldgicos dos quimiotipos Lal-
citral, La2-carvona e La3-linalol e verificou que estes apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao porte (1,6m; 1,8m e 1m para os quimiotipos Lal,
La2 e La3, respectivamente); a velocidade de crescimento (o quimiotipo Lal
apresentou maior velocidade de crescimento e maior capacidade invasiva em
relacdo aos demais e o quimiotipo La3, a menor velocidade de crescimento); ao
tamanho das folhas (o quimiotipo La3 apresentou maior tamanho, seguido pelos
quimiotipos Lal e La2) e a anatomia da ldmina foliar (variacdes em relagdo ao
comprimento e a largura das células epidérmicas e a organizagdo do mesofilo).
Além disso, nos testes de micropropagacdo, os quimiotipos responderam
diferentemente a desinfesta¢do (o quimiotipo Lal apresentou a melhor resposta
ao tratamento, seguida pelos quimiotipos La2 e La3). Em relacdo a taxa de
multiplicacdo, o quimiotipo La3 apresentou a menor taxa.

Santos-Mendes (2001) afirma que essa espécie é extremamente varidvel
e polimdrfica. Sua ampla distribuicio no globo terrestre poderia também

influenciar na plasticidade fenotipica da espécie.



2.2 Aspectos genéticos e citogenéticos de Lippia alba

Para o género Lippia, ja foram descritos os nimero cromossdmicos
n=12, 13, 14, 15, 16 e 18 (Brandao, 2003). O nimero basico da familia ainda é
duvidoso. Sanders (2001) relata que os nimeros bdsicos formam uma série
aneupldide entre géneros e entre espécies do mesmo género. Os nimeros basicos
sugeridos sdo x=5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 18, 19 e 20. Segundo esse mesmo
autor, acredita-se que x=10 seja o nimero bdsico ancestral e que tenham
ocorrido aneuploidias ascendentes e descendentes em torno desse. Para o género
Lippia, o nimero bdasico proposto é x=5, embora nenhuma espécie com 2n=10
cromossomos tenha sido descrita. Sanders (2001) relata, ainda, que é comum a
ocorréncia de poliploidia e de hibridos naturais entre espécies de diferentes
géneros da familia Verbenaceae.

Viccini et al. (2005) relataram o ndmero cromossomico de 14 espécies
do género. Eles verificaram que as espécies apresentaram nimeros
cromossOmicos entre 2n=20 a 56, evidenciando a ocorréncia de poliploidia no
género. Seus dados contribuiram para reforcar a necessidade de revisdes a
respeito das secdes em que as espécies analisadas sdo colocadas
taxonomicamente. Além disso, demonstram serem necessarios estudos
adicionais para um melhor entendimento sobre o niimero cromossdmico bésico e
a filogenia do grupo.

Em relacdo a L. alba, o nimero cromossdmico previamente relatado é
de 2n=30 (Bose & Choudhy, 1960). Brandao et al. (2007) confirmaram esse
nimero e verificaram que esta espécie apresenta 11 pares metacéntricos e 4
submetacéntricos. Além disso, os autores observaram a formacao de bivalentes
durante a meiose e, por meio de técnicas de hibridizag¢do in situ fluorescente
(FISH), que L. alba apresenta dois sitios de DNAr 5S e seis sitios de DNAr 458,

sugerindo que a referida espécie apresenta comportamento dipléide.
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A taxonomia dessa espécie, como comentado anteriormente, ¢&
problemadtica. Para alguns autores, L. alba e L. geminata sdo sinonimias e, para
outros, sdo espécies distintas. No entanto, Kumar & Dutt (1989) estudaram as
bases citogenéticas de L. geminata e L. alba e verificaram que a primeira
apresenta 2n=32 cromossomos.

Pierre (2004) realizou estudos citogenéticos (andlise cariotipica, andlise
meidtica, viabilidade dos graos de pdlen e andlise por meio de marcadores
RAPD) em trés quimiotipos de L. alba (Lal-citral, la2-carvona e La3-linalol) e
verificou a ocorréncia de poliploidia e mixoploidia dentro da espécie. Em seus
estudos, foram encontrados nimeros cromossdmicos de 2n=30, 2n=60 e 2n=12 a
60 para Lal, La2 e La3, respectivamente. A autora verificou, ainda, que os
quimiotipos tetrapléide e mixoploide apresentam meiose irregular e altas taxas
de inviabilidade do grdo de podlen. Os marcadores RAPD evidenciaram a
existéncia de variabilidade genética entre os mesmos e, além disso,
possibilitaram verificar a formacdo de dois grupos principais, correspondendo
aos quimiotipos Lal e La2 e que individuos do quimiotipo La3 se agruparam
tanto com o primeiro (representado pelos individuos Lal) quanto com o segundo
(representado pelos individuos La2). De acordo com esses resultados, a autora
sugeriu que o quimiotipo La2— carvona (2n=60) constitui um autopolipléide de
Lal-citral (2n=30) e que, possivelmente, La3-linalol constitui um hibrido
resultante do cruzamento entre Lal-citral e La2- carvona. Entretanto, sio
necessarios mais estudos para elucidar a origem, a evolugdo e o relacionamento
entre esses genadtipos.

A partir desse trabalho, questdes a respeito da associagdo entre o nimero
cromossdmico e a composi¢ao quimica de L. alba surgiram. Para investigar essa
indagacdo, Sousa (2006) analisou diferentes acessos de L. alba com 2n=30
cromossomos por meio de técnicas de bandeamentos cromossdmicos. Este autor

verificou que, dentre os acessos, estavam presentes dois diferentes quimiotipos
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(citral e citral/linalol), evidenciando, assim, que o ndimero cromossdmico ndo
estd diretamente associado a variacdo quimica. Além disso, foram observadas
variagdes no nimero de bandas e na quantidade de heterocromatina entre os
acessos avaliados. Os blocos de heterocromatina foram visualizados

principalmente em regides cromossdmicas centroméricas.

2.3 Poliploidia e evolucao do genoma

A poliploidia ¢ um mecanismo evolutivamente importante, sendo um
evento muito comum em plantas, ocorrendo esporadicamente entre os animais.
Estimativas sugerem que cerca de 80% de todas as angiospermas tenham
passado por um ou mais episddios de poliploidizacdo (Soltis & Soltis, 1999;
Ramsey & Schemske, 2002; Adams & Wendel, 2005). Diversos estudos t€ém
demonstrado que a poliploidia tem desempenhado um importante papel na
evolucdo das plantas, contribuindo para a diversificagdo de angiospermas e
pteridofitas (Soltis & Soltis, 1999).

Diversas espécies economicamente importantes sdo polipldides
formados seja pela hibridacdo intencional e sele¢do durante o melhoramento
genético ou como um resultado de um evento ancestral de poliploidizag¢do
natural (paleopoliploidia) (Soltis & Soltis, 1999; Otto & Whitton, 2000).
Alopolipléides, como o trigo, o algoddo e a canola, formaram-se pela
combinacdo de dois ou mais genomas distintos e autopolipldides, como a batata,
resultaram da duplica¢do de um tGnico genoma.

Virios mecanismos podem promover a poliploidia em plantas, dentre
eles destacam-se a duplicagdo somadtica nos estagios zigético, embriogénico ou
meristemadtico ou, o que é mais comum, a fertilizacdo de gametas ndo reduzidos
(Soltis et al., 2003).

Estudos genéticos e gendmicos t€ém demonstrado que muitas espécies

vegetais tém passado por um ou mais episédios de poliploidizacdo, seguidos de
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eventos de diploidizacdo. Espécies como a arabidopsis (Arabidopsis thaliana) e
o milho (Zea mays), por exemplo, embora apresentem um nimero
cromossdmico que ndo indica poliploidia (2n=10 e 2n=20 cromossomos,
respectivamente) e sejam dipldides funcionais, sdo consideradas
paleopolipléides (Schubert, 2007). Estudos moleculares indicam que essas
espécies passaram por ciclos de poliploidizacdo, apresentando, em seus
genomas, regides cromossomicas duplicadas (Comai et al, 2000; Wolfe, 2001;
Soltis et al., 2003; Chen et al., 2007).

Desse modo, estudos gendmicos tém questionado: o que é um verdadeiro
dipléide? Na tentativa de diferenciar os estdgios pelos quais os polipldides
podem passar, diversos autores té€m utilizado, freqiientemente, os termos
neopolipléide (polipléide recém formado) e paleopolipldide (polipldide
diploidizado) (Soltis et al., 2003).

Detectar um evento ancestral de poliploidizacdo pode ser extremamente
desafiante. De acordo com Wolfe (2001), eventos ancestrais de poliploidizagao
sdo especificamente dificeis de serem detectados, pois o tempo apaga os sinais
de duplicacdo, a segregacio dissdmica se restabelece, rearranjos cromossomicos
levam a sintenias cromossodmicas e ocorre a diferenciacdo ou a perda de cOpias
génicas. Isso tem sido considerado, por alguns pesquisadores, como o mistério
da diploidizagcdo ou o paradoxo de populacdes polipldides que se tornam
diploidizadas.

Populacdes polipléides tendem a ter uma diversidade genética
aumentada gragas a ocorréncia de reorganiza¢des gendmicas que podem ocorrer.
Além disso, estudos recentes tém demonstrado que as respostas dos polipldides
aos desafios evolutivos ocorrem por meio de diferentes mecanismos (Soltis &

Soltis, 1999; Chen et al., 2007).
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Polipléides recém-formados, por exemplo, podem sofrer rédpidas
mudancas na estrutura e na funcdo dos seus genomas via mudancas genéticas
(rearranjos cromossomicos, eliminacdo de seqiiéncias de DNA e mutacdes) e
epigenéticas (modificagdes na estrutura e fun¢io da cromatina € nos mecanismos
de regulacdo via RNA) (Chen et al., (2007). Tais alteracdes podem ocasionar a
eliminag@o somatica parcial de cromossomos, levando a formagao de individuos
mixopldides (Germand et al., 2005). Todos os mecanismos citados podem
favorecer a diploidizacdo, possibilitando a produg@o potencial de novos
complexos génicos.

A poliploidizacdo pode afetar o tamanho e o volume celular, a taxa de
crescimento, a estrutura e a funcdo de determinados drgdos, como folhas,
inflorescéncias e sementes, o sistema reprodutivo, bem como a distribui¢io
geogréfica das espécies (Otto & Whitton, 2000), alterando, desse modo, sistemas
genéticos e fenotipicos.

Thompson et a., (2004) relataram que a poliploidia em plantas pode
exercer grandes efeitos ecoldgicos. Trabalhando com a espécie Heuchera
grossulariifolia (Saxifragaceae), estes mesmos autores observaram diferengas no
ataque de herbivoros e na visitacdo de polinizadores entre plantas dipldides e
tetrapldides. Plantas tetraploides foram sujeitas a altos niveis de ataque pela
traca Greya politella (Prodoxidae), quando comparadas a plantas dipldides
simpdtricas e parapdtricas. Além disso, as plantas também foram atacadas por
outras duas espécies: G. piperella, que atacou preferencialmente plantas
dipldides e Eupithecia misturata (Geometridae), que atacou preferencialmente
plantas tetrapldides. Plantas dipldides e tetrapléides que viviam em simpatria
também mostraram diferengas em relagdo a visitacao de polinizadores.

Assim, os autores concluiram que a poliploidia pode exercer importante
influéncia sobre a estrutura e a diversificagdo de comunidades terrestres por

meio de diferentes interacdes plantas/animais.
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As condi¢des que favorecem o estabelecimento e a persisténcia de
polipléides recém-formados ainda ndo sdo bem entendidas (Ramsey &
Schemske, 2002). Estudos a respeito da origem, do estabelecimento e da
evolucdo de neopolipléides naturais e artificiais t€ém sido realizados, por
diversos pesquisadores, em espécies como Arabidopsis, Senecio cambrensis, S.
eboracensis, Paeonia obovata e Arnica cordifolia (Comai et al., 2000; Abbot &
Lowe, 2004; Sang et al., 2004; Kao, 2007). Mecanismos que favorecem o
estabelecimento de polipléides sdo amplamente discutidos na literatura. Dentre
eles, destacam-se a reproducdo assexuada e o habito perene, que favorecem a
coexisténcia e o estabelecimento de citdtipos polipléides em populagdes
simpdtricas (Tate & Simpson, 2004; Kao, 2007).

A descoberta de neopolipldides naturais constitui uma rica oportunidade
para examinar numerosos fendmenos relacionados a especiagado e a evolucao das
plantas e a citogenética constitui uma ferramenta poderosa para esse tipo de
estudo.

Por meio da aplicagdo de diversas técnicas, € possivel identificar
alteragdes no nivel de ploidia, na forma e na estrutura dos cromossomos por
meio da identificacdo de rearranjos cromossdmicos, no comportamento meiético
e no tamanho dos genomas, além de possibilitar que sejam examinadas as suas
conseqiiéncias para o volume nuclear e para o tamanho e a morfologia dos graos

de pdlen.
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2.4 Contribuicoes da citogenética no estudo da poliploidia e evoluciao do
genoma
A seguir, sao relatadas algumas das contribui¢des da citogenética no

estudo da poliploidia e da evolu¢do do genoma em vegetais.

2.4.1 Quantificacdo do tamanho do genoma nuclear

A quantidade de DNA nuclear (valor C) é um carater de fundamental
significidncia para o estudo das relagdes filogenéticas e da sistemdtica das
espécies vegetais. O valor C de um organismo € a quantidade de DNA de um
nucleo ndo duplicado (hapléide) (Greilhuber et al., 2005; Hembley et al., 2007) e
tem sido também denominado de tamanho do genoma.

De acordo com Ohri (1998), o forte interesse pelo estudo do tamanho
do genoma tem sido sustentado devido a existéncia de diferencas marcantes do
conteddo de DNA nuclear no ambito infragenérico, o qual tem sido utilizado
para demarcar diversos taxa. A ampla variacdo do tamanho do genoma nuclear
existente dentro de muitas familias e gé€neros de organismos eucariotos foi
descrita como o paradoxo do valor C, sendo proposta por Thomas (1971), citado
por Ohri (1998). Esta variacdo ndo estd intimamente relacionada as mudancas na
ploidia e nem estd correlacionada a complexidade dos organismos (Baack et al.,
2005).

O paradoxo do valor C é especialmente observado em plantas superiores.
Gimnospermas e muitas monocotiledoneas apresentam enormes quantidades de
DNA, ao passo que muitas eudicotiledoneas possuem pequenas quantidades de
DNA (Hembley et al., 2007). Entre as angiospermas, por exemplo, o tamanho do
genoma varia amplamente e estudos tém demonstrado variacdo entre 0,2 pg, em
Arabidopsis thaliana a 127,4 pg, em Fritillaria assyriaca (Bennett & Leitch,
1997).

16



O DNA repetitivo é o principal responsavel por essa ampla variagdo.
Este DNA “extra” foi considerado, por muito tempo, como um DNA “lixo” ou
“parasita”, porém, sua ocorréncia ampla no genoma eucariético serve como um
argumento a favor da importancia deste componente do genoma (Hembley et al.,
2007).

De acordo com Ohri (1998), embora apresente funcdo ndo aparente, o
DNA repetitivo possui fungdo adaptativa, sendo capaz de produzir varios efeitos
fenotipicos nucleares, celulares e tissulares.

Bennett & Leitch (1995) enfatizam que o conteido de DNA nuclear
pode ser estimado por meio de vdrias técnicas, como: andlise quimica (utilizada
em 1960), cinética de reassociagdo (empregada a partir de 1970),
microdensintometria (em 1976) e, a partir de 1986 até atualmente, citometria de
fluxo. Dentre essas, serdo destacadas a microdensitometria e a citometria de
fluxo, que foram as técnicas que mais contribuiram para a estimativa do valor C
das angiospermas.

eMicrodensitometria ou citofotometria - nesta técnica, nucleos
interfasicos sido corados com Feulgen (que possui especificidade para a molécula
de DNA). Em seguida, as laminas sdo preparadas e analisadas em microscopios
acoplados com microespectrofotometros. Os valores de DNA in situ sdo obtidos
com base na densidade dptica e convertidos em picogramas, utilizando um valor
4C de uma espécie padrao (Bennett & Leich, 1995; Das et al., 1998; Sharma &
Sharma, 1999).

eCitometria de fluxo - constitui um método rdpido para separar e
quantificar particulas e, normalmente, envolve o isolamento ou o preparo de
suspensdes cromossOmicas ou interfasicas. O DNA é corado com corantes
fluorescentes especificos para a molécula de DNA e a andlise € realizada em um
equipamento denominado citdometro de fluxo. Neste, as particulas (nucleos

interfsicos, por exemplo) fluem em uma suspensdo liquida e, por meio do
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fendmeno de focagem hidrodindmica, elas sdo forgcadas a fluir, uma a uma, no
centro de um fluxo. Com isso, elas sdo interceptadas por um feixe de luz e este,
ao atravessar a particula, emite uma fluorescéncia, cuja intensidade dependera
das caracteristicas da particula. A intensidade da fluorescéncia é detectada e
digitalizada. Sdo gerados graficos em tempo real que cont€m dados como a
intensidade de fluorescéncia e a freqiiéncia das particulas. Os valores também
sdo convertidos em picogramas, utilizando o conteido de DNA de uma espécie
padrdo (Bennett & Leitch, 1995; Dolezel, 1997; Sharma & Sharma, 1999; Corte-
Real et al., 2002; Zonneveld et al., 2005).

A partir do desenvolvimento dessas técnicas de quantificagdo do DNA
nuclear em vegetais, diversas listas contendo tais informacgdes para
angiospermas vém sendo constantemente publicadas (Zonneveld et al., 2005).
Esses dados tém sido armazenados sob forma eletronica a partir de 1997 (base
de dados de valores C de DNA para angiospermas no site:
http://www.kew.org/genomesize/homepage).

Dados a respeito do valor C de DNA nuclear sdo muito importantes para
o estudo da evolucdo do genoma das espécies vegetais. Tem sido relatada, por
diversos pesquisadores, a ocorréncia de variagdo intra-especifica no tamanho do
genoma (Bennett & Leitch, 1995; Ohri, 1998).

Essa variagdo no conteido de DNA nuclear pode ocorrer devido a
polimorfismos na heterocromatina, presenca de cromossomos B, aneuploidia,
poliploidia e hibridagao.

No que diz respeito a relacio entre a poliploidia e o tamanho do genoma,
espera-se que o conteido de DNA aumente proporcionalmente com o nivel de
ploidia e que o tamanho do genoma de anfidipléides constitua a soma dos
valores de DNA dos seus parentais. Correlagdo positiva entre o conteido de

DNA nuclear e a poliploidia foi observada em algumas espécies e variedades de
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Hordeum (Bennett & Smith, 1971), cultivares de Celosia (Nath et al., 1992) e
Vaccinium (Costich et al., 1993), entre outras.

Entretanto, isso ndo é o que se observa na maioria dos casos (Ohri,
1998), devido a ocorréncia de reorganizacdes genOmicas, a ativagdo de
transposons, a recombinacdo homedloga e a eliminacdo de seqiiéncias
especificas de DNA que ocorrem apds o processo de poliploidizagao e
ocasionam perdas de DNA (Bennetzen, 2002; Leitch & Bennett, 2004). Assim,
diferentes espécies podem responder de maneiras distintas aos eventos de
poliploidizacdo. Desse modo, a andlise do conteido de DNA em plantas
polipléides pode auxiliar na identificacdo de possiveis mecanismos envolvidos
na evolucao das plantas.

Alguns pesquisadores tém utilizado somente a citometria de fluxo para
avaliar o nivel de ploidia de determinadas espécies, ndo avaliando o ndmero
cromossomico. E o caso do que foi relatado para espécies do género Empetrum
(Empetraceae). Suda (2002) relata que E. nigrum é uma espécie diploide com
valor 2C=1,29pg; E. hermaphroditum é tetrapléide com valor 2C=2,56pg e que
um novo nivel de ploidia (provavelmente tripléide) nessa espécie foi encontrado
com 2C=1,94pg. Contudo, a avalia¢do do nivel de ploidia apenas por citometria
de fluxo deve ser feita com cautela. Bennett & Leitch (1995) e Ohri (1998)
observaram, por exemplo, variacdes no conteido de DNA em plantas com
nimeros cromossdmicos constantes e, em alguns casos, como ndo houve
repetibilidade, elas foram atribuidas a problemas com o método de determinacao

do conteido de DNA nuclear ou a fatores ambientais.
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2.4.2 Bandeamentos cromossomicos

O estudo de padroes de bandeamento nos cromossomos surgiu como
uma poderosa ferramenta na identificacdo de segmentos cromossdmicos.
Cromossomos de um genétipo individual mostram padrdes especificos de
diferencia¢do longitudinal. Esta caracteristica pode ser utilizada até mesmo
como um critério na identificacdo de uma espécie (Sharma & Sharma, 1999).

Atualmente, existem varias técnicas de bandeamento cromossOmico, as
quais foram descobertas casualmente por diferentes pesquisadores. Em 1970,
Mary Lou Pardue & Joe Gall estavam trabalhando com protocolos de
hibridizacdo in situ (HIS), visando localizar seqiiéncias especificas nos
cromossomos de camundongos. Eles verificaram que, se apds a HIS, corassem
as preparagdes cromossdOmicas com Giemsa, intensas bandas apareciam nos
cromossomos € indicavam a presenca de segmentos de heterocromatina. Dai
surgiu o bandeamento C (Sharma & Sharma, 1999).

A observacdo de que tratamentos com hidréxido de sédio a altas
temperaturas poderiam alterar as propriedades de coloracdo de certas regides
cromossOmicas abriu possibilidades de visualizagdo de perfis de bandas ao longo
dos cromossomos e, a partir disso, diversas espécies vegetais tiveram seus
cromossomos caracterizados por meio do bandeamento C. Esta técnica foi
eficiente na diferenciacdo de cromossomos metafédsicos de espécies cultivadas,
como trigo, cevada e centeio (Caspersson et al., 1972; Bostock & Sumner, 1978
citados por Jong, 2003).

Além disso, o bandeamento C pode ser empregado também em espécies
que apresentam caridtipos similares, quando analisados por coloragdo
convencional. Por exemplo, D’Emerico et al. (2002) analisaram as relagdes
existentes entre duas espécies da familia Orchidaceae (Dactylorhiza romana e
D. saccifera) que apresentam 2n=2x=40 cromossomos. Por meio do emprego do

bandeamento C, foi possivel a diferenciagdo dos caridtipos de acordo com a
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quantidade e a distribuicao da heterocromatina. Aliando esses resultados a dados
obtidos com a andlise de marcadores isoenzimdticos e de seqiiéncias ITS
(internal transcribed spacer) do DNA ribossémico, os autores corroboraram a
separacdo dessas espécies em se¢des diferentes (D. romana em Sambucinae e D.
saccifera em Dactylorhiza).

Elneskog-Staan et al., (2007) utilizaram o bandeamento C para comparar
os padrdes do teosinto (Zea nicaraguensis) com Z. luxurians, Z diploperennis e
Z. mays (milho cultivado). Com essa técnica, verificaram que o padrdo de
bandas C do teosinto € mais similar ao de Z. luxurians do que ao das demais
espécies, resultando em um maior relacionamento entre elas.

Virios antibidticos sdo capazes de se ligar especificamente a molécula
de DNA, como a cromomicina A3 (CMA), que se liga as regides ricas em
guanina e citosina (GC) e o DAPI (4-6 diamino-2-fenilindol), que cora regides
ricas em adenina e timina (AT). Ambos sdo corantes fluorescentes que
produzem padrdes de bandeamento, permitindo o estudo da complexidade das
seqiiéncias no cromossomo (Jong, 2003).

Em 2004, Souza & Benko-Iseppon analisaram os padroes de
bandeamento CMA/DAPI em 13 espécies de Caesalpinioideae e Papilionioidae.
Foi observada a presenca de bandas CMA" /DAPI terminais em alguns
cromossomos da maioria das espécies analisadas e poucas espécies apresentaram
regides CMA™ /DAPI". Associando esses resultados a dados obtidos com o
bandeamento C, os autores confirmaram a existéncia de variabilidade
carioldgica em leguminosas tropicais, que foi previamente relatada por outros
pesquisadores.

Gitai et al., (2005) estudaram caracteristicas cromossOmicas e evolutivas
de 19 taxa de 15 géneros da familia Bromeliaceae, utilizando informagdes sobre
o ndmero cromossomico e o padrdo de bandas C, DAPI e CMA. Espécies da

familia apresentam nimero bésico de x=25 cromossomos, caracterizando-se por
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apresentar a poliploidia como principal mecanismo evolutivo. Foram observados
dois diferentes niveis de ploidia em individuos morfologicamente indistinguiveis
de Deuterocohnia lorentziana (2n=50 e 2n=150) que cresciam no mesmo vaso.
Além disso, enquanto as plantas dipléides possuiam cromossomos maiores
(entre 1,14 e 2,29um) com tendéncias para um caridtipo bimodal, as plantas
tetraploides apresentaram cromossomos menores (entre 0,5 e 1,94pum). Os
autores relatam que essas observacdes sugerem a ocorréncia de eliminacio de
seqiiéncias gendmicas apos o processo de poliploidizacdo. O padrio de bandas C
revelou que algumas espécies da familia sdo pobres em heterocromatina, uma
caracteristica tipica em plantas que apresentam cromossomos muito pequenos.
Devido ao tamanho reduzido dos cromossomos, foram observadas somente
algumas bandas DAPI em poucas células e bandas CMA positivas foram
encontradas associadas a constricdes secunddrias em algumas espécies. Com
esses resultados, os autores evidenciaram que a andlise do ndmero
cromossdmico, agregada a outras caracteristicas do caridtipo, é importante para
entender as tendéncias evolutivas da familia Bromeliaceae.

Castiglione et al. (2007) realizaram a caracterizacdo citoldgica e
molecular de Vicia estraelonensis (2n=12 cromossomos), utilizando, entre
outras metodologias, bandeamentos com CMA3 e DAPIL Estes autores
verificaram a ocorréncia de sitios positivos para o CMA e para o DAPI, nas
mesmas regides cromossdmicas. Isso foi observado em locais como regides
centroméricas e pericentroméricas de alguns cromossomos. Além disso, também
foram observadas bandas teloméricas DAPI positivas nos cromossomos 2, 3, 4 e
5.

Para confirmar o status taxondmico de duas espécies do género Solanum
(S. nigrum e S. villosum), Sultana & Alam (2007) analisaram caracteristicas do
cari6tipo em relacio ao numero e tamanho cromossdmico, posicdo do

centrdmero, comprimento total do lote hapldide e padrdoes de bandeamento
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CMA e DAPI. Suas andlises indicaram que S. nigrum e S. villosum tém 2n=24 e
48 cromossomos, respectivamente, € tamanhos e morfologia similares. O
percentual de regides CMA bandeadas em S. villosum foi de 35,43% e, em S.
nigrum, de 18,69%. Bandas positivas terminais para o0 DAPI foram encontradas
em todos os cromossomos de ambas as espécies.

De acordo com os autores, o espécime analisado e identificado como S.
nigrum é, na verdade, a espécie S. americanum (2n=24 cromossomos), uma vez
que, de acordo com relatos anteriores, S. nigrum € um hexapléide e nao dipléide,
como foi observado. De acordo com o nimero cromossomico, S. villosum €
tetrapléide, mas, os autores discutem se se trata de um auto- ou um
alotetrapléide. Como apresentou uma meiose regular, produzindo taxas maiores
que 80% de grdos de pdlen vidveis, os autores sugerem que isso pode ser um
indicio de uma origem alotetrapldide. Entretanto, segundo os autores, ndo foram
encontradas evidéncias da existéncia de diferentes genomas nessa espécie.

A localizacdo e o percentual de bandas CMA e DAPI indicam
claramente uma duplicacdo exata de S. nigrum (S. americanum), revelando que
S. villosum € um autopolipléide. Para justificar o comportamento meidtico
regular dessa espécie, os autores relatam que, de acordo com Sttebins (1971),
autopolipldides antigos podem comportar-se como dipléides. Com isso, os
autores sugerem que S. americanum constitui um ancestral autopolipléide de S.
villosum que, no curso da evolucdo, passou a ter uma meiose regular, com
pequenas modificagdes estruturais.

Outro bandeamento muito utilizado € o Ag-RON, que tem sido
empregado na localizacdo de regides organizadoras do nucléolo (RONs). Nesta
técnica, utiliza-se o nitrato de prata (AgNOs), que tem afinidade por proteinas
ribossomais. De acordo com Shaw & Doonan (2005), o nucléolo constitui
citologicamente o dominio subnuclear mais proeminente da célula e que foi

descoberto por Fontana, em 1781 (Sumner, 2003). Funcionalmente, o nucléolo
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constitui o sitio de transcri¢do de RNAs ribossdmicos 458S, a partir de seqiiéncias
de DNAr repetidas em tandem que, subseqiientemente, participam da biogénese
dos ribossomos (Sharma & Sharma, 1999).

Este bandeamento permite identificar cromossomos que possuem
constricdes secunddrias e RONs ativas na intérfase precedente, além de
possibilitar a andlise da dinamica da formagao de nucléolos durante a intérfase.
Diversos autores t&ém empregado essa técnica em vdrias espécies vegetais.

Beserendorfer et al. (2002) analisaram a organizacdo cromossdmica de
genes ribossomais e a atividade de regides organizadoras de nucléolo em Allium
commutatum (Alliaceae). Eles verificaram, em cariétipos dipldides (2n=2x=16),
que havia sempre a presenca de dois pares de cromossomos com constrigdes
secunddrias. Além disso, observaram que os quatro sitios de RONs ativos
presentes nos cromossomos correlacionaram-se com um ndmero miximo de
quatro nucléolos na intérfase.

E importante ressaltar que as técnicas de bandeamento, apdés a sua
descoberta, foram melhoradas, modificadas e adaptadas para uma ampla
variedade de espécies, por diversos pesquisadores. Essas técnicas podem ser
empregadas na caracterizagdo cariotipica das espécies vegetais, auxiliando no
entendimento da organizacdo cromossOmica, na identificacdo de processos
envolvidos com a evolu¢do dos genomas e no estudo da evolu¢do cromossdmica

apos a poliploidizagao.
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2.4.3 Hibridizacao in situ fluorescente

A andlise cromossOmica convencional, baseada em bandeamentos, foi
desenvolvida a partir do ano de 1970 e tem sido amplamente utilizada. Com o
avanco das técnicas de biologia molecular, surgiu uma nova abordagem: o
desenvolvimento da citogenética molecular (Speicer & Carter, 2005).

Assim, a andlise citogenética comegou a estender-se além da simples
descri¢do do status cromossdmico, permitindo o estudo de questdes bioldgicas
fundamentais, tais como: a andlise da distribui¢do de seqiiéncias repetitivas ao
longo dos genomas, a identificacio de mudangas genO6micas envolvidas na
hibridacdo interespecifica, o estudo de mecanismos envolvidos com a evolugao
de genomas polipléides, o estudo da organizacdo do genoma e sua associagao
com a cromatina, entre outras.

A citogenética molecular é, usualmente, baseada na hibridizacao in situ
fluorescente ou FISH (fluorescent in situ hybridization) e suas variagdes, como
GISH (hibridizacio gendmica in situ ou genomic in situ hybridization), Q-FISH
(hibridizacdo in situ fluorescente quantitativa ou quantitative fluorescent in situ
hybridization); PRINS (marcacdo in situ com primers ou primed in situ
labelling), entre outras (Kubaldkova et al., 2001; Slijepcevic, 2001; Kato et al,
2005).

A técnica padrio de hibridizacdo in situ foi descrita por Pardue & Gall em
1969 e, em termos gerais, consiste no anelamento, no pareamento ou na
hibridizacdo de um determinado fragmento de 4cido nucléico (DNA ou RNA)
em um tecido fixado, sendo seguida pela sua visualizacdo (Wilkinson, 1992). O
objetivo ¢é verificar se a célula ou o tecido possuem essa seqiiéncia de
nucleotideos e, em alguns casos, conhecer também a sua exata localizagdao na
célula ou no cromossomo.

Para visualizar a localiza¢do desse pequeno segmento de DNA que foi

hibridizado no interior da célula, é necessario marca-lo com alguma molécula de
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facil visualizacdo. Assim, a seqiiéncia marcada funcionard como uma sonda. A
seqliéncia complementar de nucleotideos localizada no cromossomo &
denominada seqiiéncia alvo. Quando a sonda é marcada com um fluorocromo, a
técnica € denominada hibridizagado in situ fluorescente ou FISH (Guerra, 2004).
As sondas podem ser hibridizadas em alvos citolégicos como cromossomos
metafasicos, nucleos interfasicos, fibras de cromatina estendida ou outras
preparagdes citoldgicas.

A FISH tem sido utilizada para localizar diversas seqii€ncias de
nucleotideos, tais como seqiiéncias de DNA de cdpia dnica, de DNA repetitivas
em tandem, de DNA repetitivo disperso (retrotransposons), entre outras, ao
longo dos cromossomos. Dentre essas seqiiéncias, destacam-se as de DNA
altamente repetitivo que consistem de seqiiéncias repetitivas que variam em
tamanho (de dinucleotideos a motivos maiores que 10.000 pares de base)
presentes em centenas a milhares de copias (Schmidt et al., 2004).

Em geral, o DNA repetitivo pode ser dividido em vdérias classes de
seqiliéncias que podem diferir em sua organizacdo e localizacdo ao longo dos
cromossomos. Seqiiéncias de DNA repetitivo em tandem ocorrem,
principalmente, em posi¢des especificas nos cromossomos (regides
pericentroméricas, intercalares e subteloméricas). As unidades de repeti¢do
encontram-se adjacentes umas as outras. Entre essas, destacam-se seqiiéncias
satélites, microssatélites, genes ribossomais (45S e 5S) e seqii€ncias teloméricas
(Sumner, 2003; Schmidt et al., 2004).

Tais seqiiéncias sdo muito conservadas evolutivamente. Um bom
exemplo é a seqiiéncia pTa 71 (DNAr 45S do genoma do trigo), que varios
trabalhos utilizam como sonda em diferentes espécies de plantas (El-Twab &
Kondo, 2001; Rocco et al., 2003; Li et al.; 2006; Nagano et al., 2007).

O DNA ribossdmico 45S € uma seqiiéncia moderadamente repetitiva que

forma blocos com muitas repeticdbes em um ou mais pares cromossomicos
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(Guerra, 2004). Por outro lado, a seqiiéncia do DNA ribossdomico 5S é um
pouco mais varidvel que a do DNA 458, aparecendo, geralmente, em um ou dois
pares do genoma. A investigacdo dessas seqiiéncias permite o estudo evolutivo
dos genomas vegetais, possibilitando o entendimento das relagdes filogenéticas
existentes entre elas.

A utilizagdo de sondas de DNA repetitivo na hibridizag¢do in situ tem
fornecido importantes marcadores para a caracterizacdo molecular e a
identificacdo de cromossomos para o estudo de alteracdes relacionadas com a
especiacdo ao longo do tempo evolutivo para o melhoramento das plantas
(Frello & Heslop-Harrison, 2000), bem como para estudos taxondmicos e
filogenéticos entre espécies (Cuadrado et al., 1995).

Varios estudos dessa natureza tém sido realizados, contribuindo, assim,
para o estudo da genética e a evolucdo de diversas espécies de plantas. A
identificacdo de seqiiéncias repetitivas ao longo dos cromossomos, por exemplo,
tem auxiliado no conhecimento detalhado do caridtipo de espécies parentais
utilizadas em programas de melhoramento, auxiliando, assim, na previsao do
comportamento de hibridos interespecificos e individuos resultantes de
retrocruzamento (Lim et al., 2001).

Estudos dessa natureza foram realizados em Lilium longiflorum e L.
rubellum. Essas espécies sdo amplamente utilizadas como parentais em
cruzamentos interespecificos. Elas apresentam o mesmo niimero cromossomico
(2n=2x=24), cariétipos praticamente idénticos e uma diferenca de 2% na
quantidade de DNA, ndo sendo possivel a diferenciacio dos parentais por
técnicas citogenéticas convencionais. Assim, a hibridizagdo in situ fluorescente
foi decisiva para a diferenciagdo molecular dos genomas de ambas as espécies e
do hibrido interespecifico, que apresentou familias de seqiiéncias repetitivas

interdispersas que divergiram.
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Andlises similares também foram realizadas em outras espécies de
importincia econdmica, como a lentilha (Lens culinaris) e outras espécies do
mesmo gé€nero, por Balyan et al. (2002) que apresentam cariétipos
morfologicamente similares. Neste trabalho, por meio da utilizacdo de sondas de
DNA ribossomico 45s e 5S, os autores mapearam os cromossomos de todas as
espécies e identificaram diferencas moleculares entre elas.

A hibridiza¢do in situ fluorescente também possibilita o estudo da
evolugdo e da estrutura de seqii€ncias repetitivas em espécies polipldides e seus
provéveis parentais. Fulnecek et al. (2002) realizaram esse tipo de estudo em
Nicotiana tabacum (alotetrapléide) e seus provdveis parentais, analisando
seqiiéncias de DNA ribossdmico 5S presentes nos genomas T e S do tabaco.
Eles identificaram que o nimero de cdpias das seqii€ncias repetitivas de DNA
ribossdmico 5S parece ser caracteristica dada a cultivar e ndo € influenciada pelo
ambiente ou estigio de desenvolvimento. Além disso, hd um mecanismo que
estd fixando o nimero de cépias de DNAr 5S no alotetraplédide.

Gu & Xiao (2003) verificaram, por meio da FISH, utilizando seqiiéncias
de DNATr 458, a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos estruturais em Camelia
reticulata (Theaceae) polipldide, auxiliando no entendimento da evolugdo
polipldide da espécie.

Essa metodologia tem sido empregada também na caracterizacdo de
caridtipos de diversas espécies, contribuindo para a citotaxonomia. Por exemplo,
Melo & Guerra (2003) realizaram estudos citotaxondmicos em vinte espécies do
género Passiflora, por meio do estudo da variabilidade dos sitios de DNA
ribossdmico 5S e 45S. A hibridizagao in situ indicou o nimero basico do género
e a ocorréncia de paleopoliploidia e disploidia decrescente dentro do género.

Nagano et al. (2007) realizaram a anélise cariotipica em trés espécies do

género Juniperus (Cupressaceae) por meio da hibridizacao in situ fluorescente
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com sondas de DNAr 45S e 58, relatando, pela primeira vez, marcadores dessa
natureza em espécies da familia.

Em Alstroemeria (Alstroemeriaceae), polimorfismos para seqiiéncias de
DNAr 45S e 5S foram encontrados em acessos de cinco espécies isoladas
geograficamente. A partir dos resultados obtidos Baeza et al., (2007) sugeriram
que as variacdes encontradas em relagdo ao nimero e a posicdo dos sitios nos
cromossomos surgiram, devido a ocorréncia de rearranjos cromossomicos
estruturais, como translocacdes, fusdes e fissdes céntricas. Tais mecanismos
favoreceram a ocorréncia de especiagdo no género.

Como vimos, a técnica de FISH surgiu da reunido de numerosos
procedimentos metodoldgicos da citogenética e da genética molecular e se
transformou em uma das técnicas mais informativas e elegantes da citogenética.

Tem sido observado um avancgo espetacular na andlise dos cromossomos
com FISH. Além disso, essa técnica pode ser aplicada no estudo da evolucdo e
da filogenia dos genomas vegetais, sendo potencial para a identificacdo da
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos em poliploides. Além disso, pode
auxiliar como ferramenta na constru¢do de mapas fisicos de alta resolu¢éo e na

identificacdo de marcadores moleculares uteis para o melhoramento de plantas.

2.5 Palinologia

A palinologia é uma ciéncia relacionada ao estudo das paredes de graos
de pélen e esporos, que mostram grande diversidade na sua estrutura e escultura
(Takahashi, 1997) e muito tem contribuido para o estudo da biodiversidade
vegetal. Estudos modernos em palinologia consistem em analisar a morfologia e
o desenvolvimento dos graos de pdlen, além da paleopalinologia.

Um dos mais importantes atributos que tornam os grdos de pdlen
adequados para estudos taxondmicos e sistemdaticos estd no fato de eles variarem

em sua forma. Além disso, essa variagdo é herddvel e mostra altos niveis de

29



consisténcia dentro de um tdxon, embora diferentes formas possam ser
encontradas em uma mesma espécie (Blackmore, 2007).

Uma segunda caracteristica importante dos graos de pdlen € a existéncia
de uma parede, denominada exina, que é muito resistente e composta por um
polimero denominado esporopolenina, um material altamente resistente a
ataques quimicos. Conseqiientemente, livros cldssicos de palinologia contém
extensivas terminologias para descrever a ornamentacdo da superficie e a
organizacdo dos componentes estruturais da exina (Willard et al., 2004).

O estudo da morfologia do grio de pdlen pode ser realizado sob
microscopias de luz e eletronica de transmissao e de varredura. A associacdo da
palinologia ao progresso da microscopia eletrdnica possibilitou grandes avangos
nessa drea, permitindo o entendimento da origem e da diversificacdo das
angiospermas (Takahashi, 1997).

Para a anélise sob microscopia de luz, os graos de pdlen sdo submetidos
a um tratamento quimico com anidrido acético e 4cido sulfdrico (técnica de
acetdlise), que foi descrita por Erdtman (1960). Por meio desta técnica, este
autor realizou importantes descricdes a respeito da morfologia do grao de pdlen
de todas as familias de angiospermas. Foram demonstrados a existéncia de uma
ampla diversidade e um significado sistemdtico da morfologia dos grdos de
polen de angiospermas. A partir dai, a metodologia por ele empregada passou a
ser considerada um procedimento padrdo em palinologia (Willard et al., 2004;
Sarwar et al., 2006).

Andlises sob microscopia eletronica possibilitam a visualizagdo de
aspectos mais detalhados da estrutura interna da parede e da superficie da exina
e tém sido empregadas por diversos pesquisadores, auxiliando na descri¢dao
detalhada das caracteristicas dos grdos de pdlen de diversas espécies e
contribuindo para a taxonomia (Donmez & Pinar, 2001; Borzan &

Stabentheiner, 2002; Liao et al., 2005; Lashin, 2006; Sarwar et al. 2006).
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Além do emprego em estudos taxondmicos, a palinologia tem sido
utilizada, por alguns autores, para avaliar os efeitos da poliplodia sobre o
tamanho dos graos de p6len. Tem sido considerado regra geral que o aumento no
tamanho dos grdos de pdlen constitui uma evidéncia de poliploidia. Isso é
amplamente empregado, uma vez que tem sido aceita a idéia de que a duplicagdo
do genoma resulta tipicamente em aumento do tamanho celular (Tate &
Simpson, 2004).

Em espécies como o gerdnio e o algoddo, por exemplo, foram
encontradas correlacdes positivas entre o nivel de ploidia e o tamanho dos graos
de poélen (Rauf et al., 2006). Em Cardamine amara (Brassicaceae), Lihovd &
Marhold (2003) relataram que plantas tetrapléides (C. amara ssp. austriaca)
apresentam graos de pélen maiores que plantas dipldides (C. amara ssp. amara).
Em geranio, constatou-se que graos de pdlen de plantas tetrapléides apresentam
maior nimero de aberturas (Cramer, 1999).

Cuadrado (2003) realizou a palinologia de trés géneros da familia
Malvaceae. A autora relatou que o nimero bdsico de cromossomos nesses
géneros estd relacionado ao nimero de aberturas do grio de pdlen
(Modiolastrum x=5, aberturas: 3 a 5; Modiola x=9, aberturas: 6 e
Tropidococcus x=12, aberturas: 12).

Aspectos da espessura da parede polinica (exina) também podem ser
considerados. Em espécies de Callitrichaceae, por exemplo, Cooper et al.,
(2000) relataram que a redugdo ou a perda da exina estavam relacionadas a
ocorréncia de aneuploidias na familia.

Por outro lado, em outras espécies, como Tarasa geranioides e T.

urbaniana (Malvaceae), o tamanho do grido de pdlen ndo foi diretamente
relacionado ao nivel de ploidia; tendo plantas dipldides apresentado graos de

pélen maiores que plantas tetrapléides (Tate & Simpson, 2004).
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Assim, além do emprego na sistemdtica e taxonomia, andlises de
morfologia e do tamanho do grdao de pélen podem auxiliar no entendimento da
evolugdo de plantas polipléides, possibilitando o estudo dos possiveis efeitos da
poliploidia sobre a estrutura dos mesmos.

Virios autores t€m investigado a estrutura dos grdos de pdlen de
espécies da familia Verbenaceae. Andlises comparativas dos grdos de pdlen
utilizando microscopia de luz e eletronica de 228 espécies em 68 géneros de
Verbenaceae, dentre elas, L. alba, mostraram que podlens das verbendceas sio
prolatos ou subprolatos, radialmente simétricos e geralmente tricolporados
(raramente 4 ou 5 aperturados). Entre os géneros analisados, os graos de pdlen
apresentaram-se praticamente idénticos, com pequenas diferencas que nao

apresentaram significado sistematico (Sanders, 2001).
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Conseqiiéncias da poliploidia em Lippia alba (Verbenaceae)
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1 RESUMO

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Conseqiiéncias da poliploidia em Lippia alba
(Verbenaceae). In: . Poliploidia em acessos de Lippia alba (Mill) NE.
Br (Verbenaceae). 2008. Cap.2, p.44-69. Tese (Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O estudo das conseqiiéncias da poliploidia sobre o valor 2C e a
morfologia do grdo de pdélen em citétipos com comportamentos dipldide
(2n=2x=30), tetrapldide (2n=4x=60) e mixopldide (2n=12 a 60) de Lippia alba
(Verbenaceae) foi realizado pela primeira vez. Os valores médios do contetido
2C de DNA variaram de 1,86pg a 3,42pg. A mixoploidia anteriormente relatada
foi confirmada pelas andlises fluxo-citométricas. Os coeficientes de correlagao
mostraram que os niveis de ploidia e o conteido 2C de DNA sdo pardmetros
interdependentes, sugerindo a existéncia de uma relacdo entre a poliploidia e o
contetido de DNA durante a evolugdo dessa espécie. O citétipo tetrapléide nao
apresentou um multiplo exato do conteido 2C de DNA em relacdo ao seu
dipléide correspondente, sugerindo a ocorréncia de perdas de DNA. A
poliploidia ocasionou polimorfismos nos graos de pélen. Os citétipos diferiram
primariamente em relagdo ao didmetro médio, bem como na espessura da exina
e na presenca ou auséncia de aberturas. Entretanto, a escultura dos grdos de
pdlen nido foi alterada com o nivel de ploidia. Esses resultados mostram que os
eventos de poliploidizacdo sdo importantes na evolugdo dessa espécie,
ocasionando alteracdes nos aspectos genéticos e reprodutivos.

* Comité de Orientagdo: Lisete Chamma Davide-UFLA (Orientadora), Lyderson
Facio Viccini - UFJF.
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2 ABSTRACT

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Polyploidy and its consequences in Lippia
alba (Verbenaceae). In: . Polyploidy in accessions of Lippia alba (Mill)
NE. Br (Verbenaceae). 2008. Cap.2, p.44-69. Thesis (Doctor's degree in

Genetics and Plant Breeding) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Studies on polyploidy and its consequences upon 2C DNA content and
pollen morphology in diploid (2n=2x=30); tetraploid (2n=4x=60) and mixoploid
(2n=12 to 60) cytotypes of Lippia alba (Verbenaceae) were carried out for the
first time. Mean 2C-values display values among 1,86pg to 3,42pg. Ploidy
polymorphism in mixoploid cytotype was confirmed by flow cytometric
analysis. The correlation coefficients showed that ploidy levels and 2C DNA
contents parameters are interdependent suggesting a relationship between
polyploidy and DNA content during evolution of this species. Tetraploid
cytotype do not presents an exact multiple of 2C DNA content with regard to
correspondent diploid. These results suggest that loss of DNA can be occurred.
Morphological differences in the pollen grains were observed with polyploidy.
Cytotypes primarily differed with respect to diameter mean, as well to exine
thickness and presence or absence of aperture. However, the sculpture of pollen
grains was not changed with ploidy level. These results showed that
polyploidization events are important in evolution of this species, raising
changes in genetics and reproductive aspects.

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide-UFLA (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF.
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3 INTRODUCAO

O género Lippia inclui, aproximadamente, 200 espécies pantropicais
(Salimena, 2002) e pertence a familia Verbenaceae, que compreende cerca de
1.035 espécies e 36 géneros (Judd et al., 2002). Lippia alba (Mill.) N.E. Br,
comumente conhecida como erva-cidreira, constitui uma das espécies mais
importantes do género, sendo amplamente cultivada nos trépicos, onde se
naturalizou (Sanders, 2001). Ela € utilizada na medicina popular para o
tratamento de desordens gastrintestinais e respiratdrias e apresenta propriedades
antiinflamatdria, antimicrobiana e antiftingica (Biasi & Costa, 2003).

A espécie apresenta ampla variagdo em relagdo a composi¢ao de seus
6leos essenciais, possibilitando identificar diferentes quimiotipos ou variedades
quimicas (Ricciardi, Ricciardi & Bandoni, 2000). Pierre (2004), por exemplo,
analisando citogeneticamente trés desses quimiotipos (Lal-citral, La2-carvona e
La3-linalol), verificou que os mesmos apresentam diferentes nimeros
cromossdmicos, encontrando, além de plantas com comportamento dipléide
(2n=30), citétipos tetrapldides (2n=60) e mixopldides (2n=12 a 60) que, além
disso, possuem comportamento meidtico anormal e altas taxas de inviabilidade
do grdo de pdlen.

A poliploidia, ou a multiplicacdo do nimero cromossémico, constitui
um fator chave na evolugdo vegetal (Ramsey & Schemske, 2002), sendo um
evento freqiiente entre as angiospermas. Estudos sobre suas consequéncias em
vegetais t€m sido frequentemente relatados por diversos autores. Dentre os
efeitos mais comuns e universais da poliploidiza¢do estd o aumento do conteido
de DNA. Entretanto, ha evidéncias de que a poliploidia, em alguns casos, pode
ocasionar um efeito contrario (Ohri, 1998; Otto & Whitton, 2000). Isso ocorre

pelo fato de que, ap6s a poliploidizagdao, muitas espécies passam por extensivas
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alteragdes genéticas e epigenéticas que levam, conseqiientemente, a dminuig¢do
do tamanho do genoma e do volume nuclear (Bennett, 2000; Leich & Bennett,
2004; Chen et al., 2007).

A poliploidia também pode exercer importantes efeitos sobre a
morfologia dos grdos de pdlen. Informacdes dessa natureza sdo de grande
importancia, contribuindo para um melhor entendimento sobre os efeitos da
poliploidia sobre os sistemas reprodutivos de uma espécie. Caracteres florais e
polinicos (como o didmetro e a presenca de ornamentagdes) podem ser alterados
devido aos diferentes niveis de ploidia. Essas alteracdes podem influenciar na
adaptabilidade reprodutiva dos individuos e nas interacdes bidticas com
polinizadores (Yan et al., 1997; Ortiz, 1997; Cavalcante et al., 2000; Otto &
Whiton, 2000).

Estudos dessa natureza ja foram realizados em vérias espécies (Lihova
& Marhold, 2003; Naiki & Nagamasu, 2004; Oselebe et al., 2006). Contudo,
alguns autores relatam que nem sempre o tamanho do grdo de pdlen estd
correlacionado com o nivel de ploidia (Tate & Simpson, 2004).

Embora L. alba apesente importincia econdmica e medicinal, estudos no
sentido de avaliar as conseqiiéncias da poliploidia sobre o conteido de DNA e a
morfologia do pdlen sdo inexistentes.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar, pela
primeira vez, as conseqiiéncias da poliploidia sobre o conteido de DNA e a
morfologia dos graos de pélen de quimiotipos de L. alba, contribuindo para o
entendimento da evolugdo gendmica da espécie, bem como seus efeitos sobre a

morfologia do pélen.
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MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material

Estacas de trés acessos de L. alba, correspondentes a trés quimiotipos
(Lal- citral, La2- carvona e La3- linalol) provenientes da cidade do Rio de
Janeiro, do estado do Ceara e da cidade de Valinhos, no estado de Sdo Paulo,
foram fornecidas pelo Departamento de Produtos Naturais e Alimentos da
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Estes
acessos foram mantidos em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia,
Universidade Federal de Lavras (Minas Gerais).

Excicatas desses quimiotipos foram depositadas no Herbario do
Departamento de Boténica, Instituto de Biologia, UFRJ (RFA), registradas sob
0s ndmeros 29421, 29422 e 29423, respectivamente. Posteriormente, foram
identificadas pela Dra. Fitima Regina Gongalves Salimena, da Universidade

Federal de Juiz de Fora (UFJF).

4.2 Contetido de DNA

As andlises foram realizadas no Laboratdrio de Genética (Departamento
de Biologia) da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.

Plantulas de Pisum sativum foram utilizadas com padrdo (9,09 pg/2C)
(Cavallini & Natali, 1990). Folhas jovens (30 mg) de trés plantas por quimiotipo
e de P. sativum (padrio interno) foram coletadas e fragmentadas com o auxilio
de um bisturi em 50pL de tampdo de extragdo LBO1 e filtrados em uma tela de
ndilon de 50 pm. O tampdo de coloracdo contendo 25uL de iodeto de propideo
(Img/mL) e SuL. de RNase foram adicionados. A suspensdo foi colocada a
temperatura ambiente, por 60 a 120 minutos, no escuro até a andlise. A

suspensdo foi analisada em citdmetro de fluxo (FacsCalibur- Becton Dickinson).
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Os histogramas foram obtidos e analisados a partir dos softwares Cell Quest e
WinMDI 2.8. A estimativa do conteido de DNA foi realizada a partir da
seguinte formula:
Amostra (2C)= (Valor observado no canal do pico da espécie/valor observado
no canal do pico do padrdo) X 9,09pg

O tamanho do genoma em Mpb foi estimado de acordo com Bennett et

al. (2000), em que 1pg de DNA equivale a 978 Mpb.

4.3 Morfologia do grao de pélen

4.3.1 Microscopia de luz

As andlises foram realizadas no Laboratério de Citogenética,
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras. Foram utilizados
botdes florais com tamanhos entre 2,0mm a 2,5mm fixados em acido acético
100% por, no minimo, 24 horas. Grios de pdlen foram acetolisados de acordo
com o procedimento descrito por Erdtman (1960). Os eixos polar (P) e
equatorial (E) foram medidos a partir de 25 gridos de pélen maduros para cada
citétipo. Valores de P/E foram calculados para cada grao de pélen medido.

As terminologias e as classificagdes do tamanho dos griaos de pdlen, da
morfologia da superficie polinica na visdo equatorial e do nimero de aberturas,
foram adotadas de acordo com as defini¢des de Erdtman (1952), citado por
Willard et al. (2004) e de Punt et al. (1994), na edi¢do disponivel online, no site
http://www.bio.uu.nl/~palaeo/glossary/glosint.htm. Medidas da espessura da
exina também foram realizadas para 50 grdos de pdlen por citétipo. Imagens
digitalizadas foram obtidas por meio do microscépio de luz Olympus BX60. As
medidas foram realizadas pelo software Sigma ScanPro.

Para as analises estatisticas descritivas foram calculados a média, as
amplitudes maxima e minima, o desvio padrdo, a variancia e o coeficiente de
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variagdo dos didmetros de 100 grios de pdlen em visdo equatorial e da
espessura da parede de 10 graos de pdlen para os trés citétipos. Além disso,
foram realizados a analise de variancia e o teste de Skott-Knott, a 5% de
probabilidade, para essas mesmas varidveis. Todas as andlises foram
realizadas no programa Sisvar, versdo 4.6.

Foi obtido o coeficiente de correlacdo entre o didmetro médio dos
graos de pélen e o nimero cromossémico, pelo programa Excel - Microsoft

Office 2003.

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Andlise Ultra-Estrutural do Departamento de Fitopatologia (UFLA).

Para uma visualizacdo detalhada da escultura da parede dos grios de
pélen, anteras provenientes de botdes florais, com tamanhos entre 2,0 e 2,5mm,
foram fixadas em solucdo de Karnovsky modificada e em tampao cacodilato.
Posteriormente, elas foram fixadas em solugdo de tetr6xido de 6smio 2% e
lavadas em dgua destilada.

As amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona
(25%, 50%, 75%, 90% e 100%) e colocadas para secar no ponto critico
(Aparelho CPD030). Apds a secagem, anteras inteiras foram montadas sobre
stubs ou suportes de aluminio. Uma sec¢do longitudinal foi realizada em cada
teca com o auxilio de uma agulha fina para a liberagdo dos graos de pdlen. Os
suportes foram levados a um Sputtering (SCD050) para a metalizagdo com ouro.
Imagens digitalizadas foram obtidas no microscdpio eletrénico de varredura

LEO Evo 40.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contetiddo de DNA

Os contetddos de DNA nuclear (valor 2C) encontrados em Lal, La2 e
La3 e os tamanhos dos genomas em Mpb encontram-se na Tabela 1.

Os histogramas e seus respectivos coeficientes de variacdo (CV) obtidos
com a citometria de fluxo para os trés quimiotipos de L. alba encontram-se nas
Figuras 1A-C. Nas Figuras 1B, 1D e 1F a 11, também estdo representados os
cariétipos dos trés quimiotipos.

Em relagdo a poliploidia e ao tamanho do genoma, espera-se que o
conteiido de DNA aumente proporcionalmente com o nivel de ploidia e que o
tamanho do genoma de anfidipldides constitua a soma dos valores de DNA dos
seus parentais. Entretanto, isso ndo é o que se observa na maioria dos casos

(Ohri, 1998; Bennetzen, 2002; Leitch & Bennett, 2004).

TABELA 1 Conteddo 2C de DNA, tamanho do genoma (Mpb) e outros
pardmetros citolégicos, em 3 quimiotipos de Lippia alba.

Quim 2n Ploidia 2C DNA (pg) Tam genoma (Mpb)

Lal 30 2X 1,86 1819
La2 60 4x 3,42 3344
La3 12a60 x-3a4x 2,05a3,41 2005 a 3334

Quim = quimiotipo; 2n = nimero cromossdmico somdtico; 2C DNA (pg) =
contetido 2C de DNA nuclear em picogramas; Tam. Genoma (Mpb) = tamanho

do genoma em Mpb.
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FIGURA 1 Histogramas representativos documentando o tamanho do genoma e
o CV em 3 quimiotipos de Lippia alba utilizando Pisum sativum
como padrdo de referéncia interno (A-Lalcitral, C-La2 carvona e E-
La3 linalol). Metédfases mitéticas correspondentes aos quimiotipos

(B-Lal, D-La2 e F a I-La3). Fonte: Pierre (2004). Barra=10um.
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Foi observada alta correlacdo entre o nimero cromossdmico dos trés
quimiotipos e o conteido de DNA (r=0,994). Entretanto, o conteido 2C de DNA
das plantas tetrapléides (La2-carvona) ndo correspondeu a um multiplo exato do
genoma dipléide (Lal-citral). Plantas tetrapldides apresentaram 83,87% a mais
de DNA em relacdo as plantas dipléides. Um decréscimo no tamanho do
genoma de polipléides, em comparagdo com dipldides, também foi observado
em outras espécies, por alguns pesquisadores (Lysak & Dolezel, 1998; Horandl
& Greilhuber, 2002; Kotseruba et al., 2003; Baack, Whitney & Rieseberg, 2005;
Pecinka et al., 2006). A possivel razdo para essa diminui¢do € a ocorréncia de
eliminagdo parcial de seqiiéncias de DNA repetitivo em genomas polipldides
(Ohri, 1998; Wolfe, 2001; Leitch & Bennett, 2004; Chen, Ha & Soltis, 2007),
ndo sendo ainda entendida a magnitude dessas alteracdes.

A eliminacdo de seqiiéncias pode ocorrer por meio de diversos
mecanismos, como pela a¢do de transposons, rearranjos cromossomicos, entre
outros. Tais alteracdes podem ocorrer rapidamente em genomas neopolipldides
(Soltis & Soltis, 1999; Soltis et al., 2003).

De acordo com Pierre (2004), os citétipos dipldide e tetrapldide
apresentaram diferentes formulas cariotipicas (Lal-citral, 2n=2x=30, 6M+9Sm e
La2-carvona, 2n=4x=60, 15M+14Sm+1Ac). Além disso, o comprimento total do
lote hapléide (CTLH) relatado para plantas tetrapldides € de 83,67um, o que nao
corresponde a um multiplo exato do dipldide (43pum). Esses relatos, juntamente
com os resultados obtidos no presente trabalho, evidenciam que, além de
rearranjos cromossomicos, perdas de DNA podem ter atuado na evolugdo do
genoma tetrapléide em L. alba.

A citometria de fluxo confirmou o estado mixopldéide do quimiotipo
La3-linalol, anteriormente relatado por Pierre (2004), que observou a ocorréncia
de eliminagdo cromossOmica e mixoploidia nesse quimiotipo (FiguralE-1I).

Este apresentou niicleos com quantidades de DNA entre 2,05 e 3,41pg. E
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interessante ressaltar que o maior nimero cromossdomico observado nesse
quimiotipo corresponde exatamente ao nimero cromossdomico de La2-carvona
(tetrapléide), que apresenta um valor 2C de DNA igual a 3,42pg. Desse modo,
células tetrapldides encontradas em plantas mixopldides apresentam exatamente
a mesma magnitude de DNA do quimiotipo La2. O mesmo ndo foi obervado
para nicleos com menor conteido de DNA (2,05 pg) no mixopléide, cujo menor
nimero cromossdmico relatado foi de 2n=12 (Pierre, 2004). Isso pode ser
explicado pela sua baixa freqii€ncia entre as células, ou devido a dindmica no
processo de eliminacdo cromossdmica, em que nicleos com esses nimeros

cromossdmicos podem ter sido completamente eliminados.
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5.2 Palinologia
A descri¢do morfolégica dos graos de pdlen dos trés citdtipos encontra-

se no Quadro 1.

Lal-citral (2n=2x=30)- Dipldide

Graos de pdlen com ambito triangular, subesferoidal; P/E: 0,977 (0,89-1,08);
eixo polar: 33,72 (26,77-36,41)um; eixo equatorial: 34,34 (39,98-36,06) wm;
tricolporados; cOlporos lalongados equatorialmente, sexina com aspecto
perfurado; exina com espessura de 2,04um (1,62-2,71) um. (Figuras 2 A e B e
5A).

La2-carvona (2n=4x=60)- Tetraploide

Graos de pdlen com ambito triangular a quadrado, subesferoidal; P/E: 1,01 (0,92-
1,10); eixo polar: 36,33 (28,52-49,28)um; eixo equatorial: 35,63 (25,78-48,82)
wm;  tri-tetracolporados; célporos lalongados equatorialmente, sexina com
aspecto perfurado; exina com espessura de 3,26um (2,35-4,14) um. (Figuras 2 C
eD;3Ae5B)

La3-linalol (2n=12 a 60)- Mixopléide

Graos de pdlen com ambito triangular a quadrado, subesferoidal; P/E: 1,03 (0,91-
1,15); eixo polar: 35,74 (19,69-42,00)um; eixo equatorial: 34,22 (19,96-39,62)
wm; tri-tetracolporados; célporos lalongados equatorialmente, sexina com

aspecto perfurado; exina com espessura de 3,03um (1,61-3,54) um. (Figuras 2 E
eF;3BeS5CeD)

QUADRO 1 Descri¢cdo morfoldgica dos graos de pdlen dos citétipos dipldide
(Lal-citral (2n=2x=30)); tetrapldide (La2-carvona (2n=4x=60)) e
mixopléide (La3-linalol (2n=12 a 60)).
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Os citétipos apresentaram algumas diferencas em relagdo a forma e ao
nimero de aberturas dos grdos de pdlen (Figuras 2, 3 e 5). Plantas dipldides
(Lal-citral) apresentaram graos exclusivamente triangulares e tricolporados
quando observados em visdo polar (Figuras 2A-B e 5A). Entretanto, os citétipos
tetrapléide (La2-carvona) e mixopldide (La3-linalol) apresentaram graos com
forma variando de triangular a quadrado e nimero de colporos de trés e quatro
(Figuras 2C-F; 3A-B e 5B-D). As propor¢des de graos de pdlen com trés
aberturas foram de 61,5% e 52,3%, para La2 e La3, respectivamente (Figura 4).

Para L. alba, este constitui o primeiro relato da ocorréncia de variacdes
na forma e no nimero de aberturas dos graos de pdlen. Raj (1983), citado por
Sanders (2001), relata que grdos de pdlen das verbeniceas geralmente sdao
tricolporados, podendo raramente apresentar 4 e 5 aberturas.

Considerando que um maior niimero de aberturas do grdo de pélen foi
observado somente em plantas com poliploidia e mixoploidia, pode-se inferir
que o nivel de ploidia estd relacionado ao nimero de aberturas presentes no grao
de polen. Interpretacdes similares foram realizadas por Cramer (1999), que
verificou que, no gerinio, plantas tetrapléides apresentam um maior nimero de
aberturas.

Além disso, Cuadrado (2003), realizando a palinologia em espécies da
familia Malvaceae, observou que plantas com maiores ndmeros bdsicos
apresentavam graos de pélen com um maior nimero de aberturas.

Em Lantana camara, uma espécie da familia Verbenaceae, por exemplo,
autores relatam a existéncia de uma série polipléide envolvendo nimeros de
2n=22, 33, 44, 55 e 66 cromossomos (Brandio et al., 2007). Embora nao tenham
sido realizadas andlises da morfologia dos graos de pdlen associadas a variacdes
no seu nimero cromossdmico, hé relatos da ocorréncia de graos de pélen com

trés e quatro célporos para esta espécie (Willard, 2004).
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Em relagdo a escultura, andlises detalhadas da superficie do pdlen
revelaram que o nivel de ploidia ndo influenciou a morfologia da sexina dos
graos de polen. Todos os citétipos apresentaram ornamentagdes de aspecto

foveolado ou perfurado (Figuras 5A-D).

(N ) - -

E ' — B —

FIGURA 2 Grios de pdlen acetolisados de trés citdtipos de L. alba. A, Ce E =
grios em visdo equatorial de Lal, La2 e La3, respectivamente. B, D
e F = grios tricolporados em visdo polar de Lal, La2 e La3,

respectivamente. Barra=10pm.
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FIGURA 3 Gréos de polen acetolisados de dois citétipos de L. alba. A) Grao
tetracolporado de La2-carvona (tetrapldide); B) Grao tetracolporado

de La3-linalol(mixopléide).Barra=10um.
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FIGURA 4 Proporcdo (%) de graos de pdlen tri- e tetracolporados nos citétipos
tetrapldide (La2) e mixopléide (La3) de L. alba.
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FIGURA 5 Grios de pdlen de citétipos de L. alba, observados por microscopia
eletronica de varredura. A, B e C = graos tricolporados em visdo
polar de Lal, La2 e La3, respectivamente. D = grio tetracolporado
de La3 em visdo polar. Barra=10um (Figuras A, B e D) e 3um
(Figura C).
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Resultados da estatistica descritiva para o didmetro e a espessura da
parede dos graos de pdlen dos trés citétipos estdo representados nas Tabelas 2 e

3.

TABELA 2 Estatisticas descritivas para a varidvel didmetro (sob visdo
equatorial) dos grdos de pdlen dos citétipos dipldide (Lal-citral
(2n=2x=30)); tetrapl6ide (La2-carvona (2n=4x=60)) e mixopldide
(La3-linalol (2n=12 a 60)).

Citotipos
Estatisticas descritivas Lal-citral La2-carvona La3-linalol
(dipléide) (tetraploide) (mixoploide)

N 100 100 100
Média (um) 34,03 35,90 34,75
Amplitude minima (m) 26,77 25,78 19,69
Amplitude méxima (Lm) 38,60 49,28 43,44
Desvio padrio (Lm) 1,99 4,14 4,34
Variéncia (um?) 3,98 17,20 18,83
Coeficiente de variacdo (%) 5,86 11,55 12,48

TABELA 3 Estatisticas descritivas para a varidvel espessura da exina da parede
dos graos de pélen dos citétipos dipléide (Lal-citral (2n=2x=30));
tetrapldide (La2-carvona (2n=4x=60)) e mixopléide (La3-linalol
(2n=12 a 60)).

Citotipos
Estatisticas descritivas Lal-citral La2-carvona La3-linalol
(dipléide) (tetraploide) (mixopléide)

N 10 10 10

Meédia (um) 2,08 3,26 3,03
Amplitude minima (lm) 1,62 2,35 1,61

Amplitude maxima (Lm) 2,71 4,14 3,54
Desvio padrio (um) 0,34 0,55 0,57
Variancia (umz) 0,12 0,31 0,33
Coeficiente de variacdo (%) 16,50 17,07 18,96
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Andlises estatisticas revelaram a existéncia de diferencas significativas
para a média dos didmetros sob a visdo equatorial e a espessura da exina da
parede dos graos de pélen entre os trés citdtipos (Tabela 4).

Para o diametro, as médias diferiram entre si quando comparadas pelo
teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade, tendo Lal e La3 se apresentado
estatisticamente iguais e inferiores a La2.

Para a espessura da exina, as médias também diferiram entre si, quando
comparadas pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade, tendo La2 e La3
se apresentado estatisticamente iguais e superiores a Lal.

Em relacdo as amplitudes minima e mixima do diametro dos graos de
pélen, o citétipo mixopldide foi o que apresentou o menor didmetro (19,69um)
ao passo que o citétipo tetrapléide apresentou o maior didmetro (49,28um).

A poliploidia provocou um aumento significativo no tamanho dos graos
de pdlen no citdtipo La2 (tetrapléide), embora nio tenha sido proporcional ao
nivel de ploidia. O mesmo ndo foi observado no citétipo mixopldide. Isso,
provavelmente, ocorreu devido a variacdo no nimero cromossdmico (Pierre,

2004), o que poderia ocasionar a formagdo de pdlens menores e invidveis.

TABELA 4 Médias dos diametros sob visdo equatorial e da espessura da exina
da parede de griaos de pdlen dos citdtipos dipléide (Lal-citral
(2n=2x=30)); tetrapldéide (La2-carvona (2n=4x=60)) e mixopléide
La3-linalol (2n=12 a 60)).

Citétipos Diametro (visao Espessura da exina
equatorial)

Lal-citral (dipl6ide) 34,03 al 2,08 al

La2-carvona (tetrapléide) 35,90 a2 3,03 a2

La3-linalol (mixopléide) 34,75 al 3,26 a2

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott,

a 5% de probabilidade.
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Foi observada alta correlacdo entre o didmetro médio dos graos de pdlen
e 0 nimero cromossdmico nos trés citétipos (r=0,921).

Tem sido considerado como regra geral que o aumento do tamanho dos
graos de pdlen constitui uma evidéncia de poliploidia, pois € amplamente aceita
a idéia de que a duplicagdo do genoma resulta tipicamente em aumento do
tamanho celular (Otto & Whitton, 2000). Em outras espécies também foram
encontradas correlagdes positivas entre o tamanho dos grios de pélen e o nivel
de ploidia (Lihovd & Marhold, 2003; Rauf et al., 2006). Em outras espécies,
entretanto, ndo foram encontradas evidéncias de aumento do tamanho do grao de
pdlen com a poliploidia (Tate & Simpson, 2004).

Para a espessura da exina, os resultados permitiram observar que a
mesma também aumentou com o nivel de ploidia. De acordo com Cooper et al.,
(2000), em espécies da familia Callitrichaceae, a redugdo ou a perda da exina
estd relacionada a ocorréncia de aneuploidias na familia. Desse modo, o
aumento do nivel de ploidia estd relacionado ao aumento da espessura da exina
em L. alba.

Como a poliploidia pode alterar caracteres florais e palinoldgicos, ela
pode exercer profundos efeitos sobre interacdes entre plantas e polinizadores,
(Soltis et al., 2003). Além disso, considerando que a selecdo opera sobre os
gametas masculinos, que estdo em maior abundancia (Tejaswini, 2002) e que ela
assume a existéncia de variabilidade, variagdes no tamanho e capacidade de
germinacdo de graos de pdlen sdo de grande importincia evolutiva.

Em organismos que se reproduzem sexuadamente, caracteristicas que
auxiliam na maximizagdo da reproducdo tendem a ser selecionadas. Assim, a
existéncia de polimorfismos em grdos de pdlen pode influenciar na
adaptabilidade reprodutiva dos individuos. O tamanho e o nimero dos graos de
polen influenciam, por exemplo, na competi¢do, pois determinam a 4area

ocupada na superficie do estigma da flor. Para ser reprodutivamente bem
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sucedida na natureza, uma planta deve distribuir seus recursos adequadamente
para otimizar o tamanho dos grdos de pdlen, a capacidade de germinacio e o
crescimento do tubo polinico (Tejaswini, 2002).

Em Dianthus (Caryophyllaceae), foi relatada uma correlagdo negativa
entre o tamanho do grao de pdlen e o comprimento do tubo polinico (Tejaswini,
2002). O autor sugere que, para uma planta, € mais vantajoso produzir um maior
nimero de graos de pélen menores do que um menor nimero de pdlens maiores.
Graos de pélen menores possuem maior habilidade para competir (capacidade de
germinar e produzir tubos polinicos maiores), aumentando, desse modo, a
adaptabilidade reprodutiva de um individuo.

Considerando que a poliploidia ocasionou um aumento no tamanho do
pdlen e que estudos anteriores demonstraram que alteragdes meidticas afetam a
sua viabilidade (Pierre, 2004), eventos de poliploidizagcdo exercem forte impacto
sobre aspectos reprodutivos dos citétipos de L. alba.

Assim, o presente estudo fornece evidéncias da importincia dos eventos
de poliploidizac¢do na evolugdo da espécie no sentido de influenciar nos aspectos
genéticos e reprodutivos em L. alba. Isso indica que a presenca de poliploidia na
espécie constitui um mecanismo muito importante na especiacdo desses
citétipos.

Além disso, esses eventos possibilitam que plantas polipldides se
adaptem a uma grande variedade de condi¢des ambientais, culminando, assim,
em uma ampla distribui¢do geogrifica, o que exerce grande influéncia na

adaptacdo e na evolugao da espécie.
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6 CONCLUSOES

Este estudo representa um avango na citogenética de L. alba, dado que
relatos sobre as consequéncias da poliploidia sobre o conteido de DNA e a
morfologia do griao de pdlen sdo inexistentes.

As andlises confirmaram o estado mixopldide de um dos quimiotipos de
L. alba. Além disso, mostraram que, provavelmente, ocorreram perdas de
sequéncias de DNA apds a poliploidizacao.

Alteracdes significativas ocorreram na morfologia dos grdos de pdlen

com a poliploidizagdo.
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CAPITULO 3

Bandeamentos cromossomicos e hibridizacao in situ fluorescente em Lippia

alba (Verbenaceae) poliploide
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1 RESUMO

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Bandeamentos cromossdmicos e hibridizacdo
in situ fluorescente em Lippia alba (Verbenaceae) polipléide. In:
Poliploidia em acessos de Lippia alba (Mill) NE. Br (Verbenaceae). 2008
Cap.3, p.70-99. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O cariétipo de um citétipo brasileiro tetraploide (2n=4x=60) de L. alba
(Verbenaceae) foi estudado por meio de técnicas de bandeamento C,
bandeamento DAPI/CMA3, coloracdo com nitrato de prata para evidenciar
RONSs (regides organizadoras de nucléolo) e hibridizagdo in sifu fluorescente
com sondas de DNAr 45S. A caracterizacdo de RONs associadas a cromatina,
bem como sua atividade, foi discutida pela observacdo do nimero maximo de
nucléolos no nicleo interfdsico. Plantas tetrapldides apresentaram um padrio
similar ao ja relatado para a espécie. A coloragdo com DAPI revelou que
segmentos de DNA ricos em AT estdo concentrados nas regides teloméricas e
proximais ao centromero dos cromossomos. Diferencas no nimero de sitios
ricos em GC entre os citétipos dipldide e tetraploide ndo foram observadas.
Entretanto, foram observadas diferencas em relagdo ao niimero maximo de
nucléolos e de sitios de DNAr 45S entre ambos os citétipos. Comparagdes entre
o nimero de RONs e os sitios de DNAr 45S indicam que alguns desses sitios
sdo transcricionalmente inativos em células de pontas de raiz de L.alba
tetrapldide. Os resultados observados mostram que varios mecanismos podem
ter atuado na reorganizacido gendmica durante a poliploidizacdo nessa espécie.

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide-UFLA (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF.
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2 ABSTRACT

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Chromosome banding and fluorescent in situ
hybridization of polyploid Lippia alba (Verbenaceae). In: . Polyploidy
in accessions of Lippia alba (Mill) NE. Br (Verbenaceae). 2008. Cap.3, p.70-
99 Thesis (Doctor's Degree in Genetics and Plant Breeding) — Federal Univesity
of Lavras, Lavras, MG."

The karyotype of tetraploid (2n=4x=60) Brazilian cytotype of L. alba
(Verbenaceae) was studied using C-banding, DAPI/CMA3 banding, Ag-NOR
(nucleolar organization region) banding and fluorescence in situ hybridization
with a 45S rDNA probe. Characterization of NOR-associated chromatin and
NOR activity are discussed by observation of maximum number of nucleoli in
interphase nuclei. Tetraploid plants presented a similar pattern of constitutive
heterochromatin if compared with reported for this species. DAPI stain revealed
that AT-rich DNA segments are concentrated at telomeric and proximals
position in the chromosome centromeres. Differences of number of GC-rich
DNA sites among diploid and tetraploid cytotypes were not observed. However,
differences were seen in the in the maximum number of nucleoli and 45S rDNA
sites among both cytotypes. Comparisons of the number of NORs and 45S
rDNA sites indicate that some of these sites are transcriptionally inactive in root-
tip cells of L.alba tetraploid. The results showed that several mechanisms can be
acting in genome reorganization during polyploidization in this species.

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide-UFLA (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF.

72



3 INTRODUCAO

O género Lippia estd incluido na familia Verbenaceae e apresenta,
aproximadamente, 200 espécies com distribuicdo pantropical (Salimena, 2002).
Lippia alba Mill. N.E.Br, comumente conhecida no Brasil como erva-cidreira é
uma planta medicinal nativa da América do Sul e € amplamente empregada na
medicina popular contra desordens gastrintestinais e respiratdrias, possuindo,
além disso, propriedades bioldgicas como sedativa, antiinflamatoria,
antimicrobiana e antifingica, entre outras (Biasi & Costa, 2003).

Esta espécie é cariologicamente varidvel, apresentando poliploidia
natural entre individuos, com nudmeros cromossOmicos de 2n=2x=30 e
2n=4x=60 (Pierre, 2004). Estes citotipos sdo denominados Lal-citral e La2-
carvona, respectivamente, devido as diferencas encontradas na composicdo de
seus Oleos essenciais.

Técnicas de citogenética cldssica e molecular constituem ferramentas
que podem auxiliar na identificacdo de homdlogos, no estudo de efeitos
fenotipicos, no mapeamento fisico e na andlise da organizacdo cromossdmica,
exercendo grande importancia em estudos evolutivos (Sumner, 2003). Assim, a
combinacdo de padrdes de bandeamento C, DAPI e CMA e atividade de regides
organizadoras de nucléolo (RONs) com marcadores obtidos a partir da
hibridizacdo in situ com sondas de DNAr 45S tém contribuido para a
caracterizagdo citoldgica, auxiliando também no entendimento de eventos de
divergéncia, hibridagao, poliploidia e especiagdo em vegetais.

Andlises envolvendo a combinagdo dessas técnicas para esses
propésitos ja foram relatadas em diversas espécies como Citrus e Poncirus

(Rutaceae), Clivia (Amaryllidaceae), Camelia (Theaeceae), Selaginella

73



(Pteridophyta) e Urvillea (Sapindaceae), dentre outras (Roose et al., 1998; Ran
et al., 2001; Gu & Xiao, 2003; Marcon et al., 2005; Urdamplilleta et al., 2006).

Em L. alba, estudos dessa natureza foram realizados apenas para o
citétipo dipldide dessa espécie. Considerando a auséncia dessas informagdes
para plantas polipldides da espécie, a aplicacdo dessas metodologias € de grande
importincia, podendo auxiliar na caracterizacdo de sua biodiversidade e no
entendimento de organizagdes gendmicas ocorridas apds eventos de
poliploidizagdo.

Considerando o exposto anteriormente, o objetivo do presente estudo foi
utilizar, pela primeira vez, técnicas de bandeamento (C, DAPI e CMA),
coloracdo com nitrato de prata e hibridizacao in situ fluorescente com sondas de
DNAr 45S para caracterizar os cromossomos de um citétipo tetrapldide de L.
alba, auxiliando na identificacdo de possiveis reorganizacdes gendmicas apds a
poliploidiza¢do e fornecendo evidéncias que possam auxiliar no entendimento

da sua origem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Para os bandeamentos cromossdmicos, somente o citdtipo tetrapléide foi
utilizado. Estes foram conduzidos no Laboratério de Citogenética da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Para a hibridizacdo in situ fluorescente, utilizaram-se dois citétipos de
Lippia alba Mill N.E. Br, denominados Lal-citral (2n=2x=30) e La2-carvona
(2n=4x=60), cultivados na casa de vegetacdo do Departamento de Biologia,
UFLA, Minas Gerais. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Biodiversidade e Restauragdo de Ecossistemas (LABRE) da Universidade

Estadual de Londrina (UEL), Parana.

4.2 Preparacao cromossomica

Raizes jovens foram pré-tratadas com 8-Hidroxiquinoleina 3mM
(Sigma) a 4°C, por 8 horas, e fixadas em metanol: 4cido acético (3:1).
Meristemas radiculares foram digeridos em solugdo enzimdtica pectinase:
celulase (20%: 2%) (Sigma), a 37°C, por 6 horas. As laminas foram preparadas

por meio da técnica de secagem ao ar (Carvalho & Saraiva, 1993).
4.3 Bandeamentos cromossomicos
4.3.1 Bandeamento C
Foram utilizadas preparacdes cromossdmicas envelhecidas por, no

minimo, trés semanas. A partir desse tempo, as 1aminas foram submetidas a trés

tratamentos:
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. tratamento acido: solucdo de acido acético 45%, a 60°C, por 20
minutos;

. tratamento basico: solucgio saturada de hidréxido de bario, a 60°C, por
35 minutos;

. tratamento salino: solu¢ido de 2X SSC (citrato de sédio e cloreto de
sodio), a 60°C, por 80 minutos.

As laminas foram lavadas, em seguida, em dgua destilada, secas e
coradas com Giemsa 10%, por 30 minutos. Algumas preparagdes
cromossdmicas também foram coradas com orceina acética 2% por, no minimo,
10 minutos.

As imagens foram obtidas por meio de uma camera digital acoplada ao
microscopio Optico Leica. Os cromossomos de cinco caridtipos foram
mensurados no programa Sigma Scan Pro 5.0. Posteriormente, foi calculado o
percentual de heterocromatina constitutiva presente no genoma: (X tamanho
bandas heterocromdticas genoma/comprimento total do lote hapldide

(CTLH))X100.

4.3.2 Bandeamentos DAPI/CMA3

Foram utilizadas laminas recém-preparadas. Foram colocados sobre as
células, no escuro, S0pL de solugdo de DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol- Sigma)
a uma concentracdo de 2ug/mL. O material foi coberto com laminula 24 X 60 e
colocado em camara umida escura, por 30 minutos. Em seguida, a laminula foi
retirada com um jato de 4gua destilada e o material foi seco.

Sobre as mesmas laminas, foram adicionados, no escuro, S0uL de
solu¢do de CMA (cromomicina A3- Sigma), a uma concentracdo de 0,5mg/mL.
O material foi coberto com laminula 24 x 60 e colocado em cimara umida
escura, por 60 minutos. O excesso de corante foi retirado com um jato de dgua

destilada e as 1aminas foram secas.
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As laminas foram montadas em solucdo antifade (glicerol/DABCO)
pH=8,0. A visualizacdo das laminas foi realizada em microscépio de

epifluorescéncia Olympus BX 60 acoplado com camera Optronics.

4.3.3 Coloracao com nitrato de prata

As preparacdes cromossOmicas foram tratadas de acordo com o método
de Howel & Black (1980), com algumas modificagdes.

Foram adicionados a lamina S50uL de solugdo coloidal (2g
gelatina/100mL 4gua) e 200uL de solucdo de nitrato de prata 50%, em tampao
citrato-fosfato pH=3 (ajustado com &cido férmico). As laminas foram cobertas
com laminula e colocadas em cimara umida, a 55°C, por, aproximadamente, 30
minutos. A coloracdo dos nucléolos foi monitorada a cada 10 minutos, sob
microscopio 6ptico. Apds a coloracdo dos mesmos, as laminas foram lavadas
por 10 minutos em dgua corrente e destilada.

Aproximadamente 100 ntcleos interfasicos foram analisados. As

melhores imagens foram capturadas em microscopio Leica acoplado com

camera digital.

4.4 Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

Antes dos experimentos de FISH, as l1dminas foram tratadas em solucdo
de 4cido acético 45%, por 20 minutos, para remover o corante das preparagdes
mitdticas.

A hibridiza¢do in situ fluorescente foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos por Heslop-Harrison et al. (1991) e Cuadrado & Jouve
(1994), com pequenas modifica¢des. Plasmideos pTA71 contendo a seqiiéncia
de DNAr 45S do genoma do trigo foram utilizados como sonda (Gerlach &
Bedbrook, 1979). Estes foram marcados com biotina 14 d-ATP por meio do kit

BioNick (Invitrogen) e utilizados durante a hibridizacao.
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Cada lamina foi tratada com 30uL de mistura de hibridizacdo
(previamente desnaturada a 70°C), contendo 100-150 ng de sonda marcada
(3uL); formamida 50% (15uL), polietilenoglicol 50% (6uL); SSC 20X (3uL);
100 ng de DNA de esperma de salmdo (1uL); SDS 10% (1uL) e 4dgua destilada
(1uL). O DNA cromossomico contendo a mistura de hibridizagdo foi
desnaturado, a 90°C, por 10 minutos e, em seguida, tratado a uma temperatura
de 50°C.

A hibridizacdo foi realizada overnight, a 37°C, em cdmara umida. As
lavagens p6s-hibridizacdo foram realizadas em SSC 2X; formamida 20% em
SSC 0,1X; SSC 0,1X e em SSC 4X/tween 20° a 42°C. A sonda foi detectada
com avidina conjugada com FITC. Apés a deteccdo, as laminas foram lavadas
em SSC 4X/ Tween20, a temperatura ambiente. As laminas foram montadas em
25ulL de uma solucdo composta por antifade (glicerol/DABCO) (24uL) e 50
pg/mL de DAPI (1puL). A visualizacdo da sonda hibridizada foi realizada no

microscopio de epifluorescéncia Leica acoplado com camera digital.

4.5 Ideogramas

Os cinco melhores caridtipos submetidos aos bandeamentos C, CMA e
DAPI e a FISH foram utilizados para a construcdo de ideogramas. As medigdes
e a confeccdo dos mesmos foram realizadas por meio dos programas Sigma Scan

Pro 5.0 e Corel Photo Paint-12.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bandeamento C

Este é o primeiro relato de bandeamento C em citdtipos tetrapléides de
L. alba. Células submetidas a esta técnica apresentaram grandes blocos de
heterocromatina nos nicleos interfasicos e profasicos (Figuras 1A-B). Em
cromossomos prometafdsicos e metafdsicos, a heterocromatina foi evidenciada,
em grande parte, em regides proximais. Além disso, em alguns cromossomos, a
heterocromatina encontra-se presente em grandes por¢des de um ou de ambos os
bragos cromossdmicos (Figuras 1C-D e 2). As bandas heterocromaticas
apresentaram-se de diferentes tamanhos (Figura 2), tendo o percentual de
heterocromatina constitutiva no genoma sido de 46,77%.

Padroes de bandeamento similares foram relatados para o citétipo
dipléide, por Sousa (2006). Este autor realizou o bandeamento C em diferentes
populagdes de L. alba dipldide e verificou que o padrdo de distribuicdo de
heterocromatina constitutiva entre populacdes desta espécie é pouco varidvel,
apresentando baixo polimorfismo. Entre os cinco acessos analisados, foram
relatados percentuais de heterocromatina variando de 43% a 54%. As bandas
estavam presentes, principalmente nas regides centrométicas dos cromossomos.
Tal fato sugere que, nesta espécie, a poliploidia ndo ocasionou grandes

alteracdes no padrio de heterocromatina constitutiva.

79



FIGURA 1 Bandeamento C em células de um citétipo tetrapléide de L. alba. A)
Nucleo interfasico. B) Nucleo profasico. C) Cromossomos
prometafdsicos. D) Cromossomos metafasicos. Setas indicam

regides ricas em heterocromatina constitutiva. Barra=10 pm.
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FIGURA 2 Ideograma representando a localizagdo de bandas heterocromaticas

de um citétipo tetrapléide de L. alba. Barra=2 um.
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A ocorréncia de grandes blocos de heterocromatina tem sido descrita em
algumas familias de plantas, mas poucos sdo os relatos para Verbenaceae.
Brandao et al. (2007), por exemplo, relataram a presenga de padrdes de
bandeamento similares ao de L. alba (presenga de grandes blocos de
heterocromatina constitutiva ocupando grande parte dos bracos cromossomicos)
em Lantana camara. Estudos devem ser realizados em outras espécies, para
verificar se este padrdo se repete dentro da familia.

Além disso, considera-se que a presenga de pequena quantidade de
heterocromatina em um dado caridtipo seja uma condig@o plesiomorfica (Redi et
al., 2001). Desse modo, a presenca de grandes blocos de heterocromatina no

cariétipo deste citétipo pode indicar uma condicdo apomorfica.

5.2 Bandeamentos DAPI/CMA3

Bandeamentos com fluorocromos DAPI/CMA3 foram realizados pela
primeira vez em plantas tetrapldides de L. alba. Nucleos interfasicos
apresentaram a maior parte de regides ricas em AT (DAPI"), ao passo que sinais
CMA" (ricos em GC) apresentaram-se polarizados em uma regido especifica dos
nucleos interfasicos (Figura 3A). Isso pode ser explicado pelo fato de que
cromossomos encontram-se organizados em territérios especificos nos nicleos
interfasicos (Khalil et al., 2007). Aparentemente, o tamanho cromossomico € a
densidade de genes parecem influenciar nesse posicionamento. Outra
possibilidade € que, por serem sitios correspondentes a seqiiéncias de DNA
ribossdmico, estes podem estar posicionados proximamente para a formagao do
nucléolo.

Os padrdes de distribuicao de regides ricas em AT foram coincidentes

em cromossomos prometafdsicos e metafdsicos. Seqiiéncias DAPI
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encontraram-se concentradas principalmente no teldmero de um (pares 9, 10, 11,
12, 20, 21 e 22) ou de ambos os bragos cromossdmicos (pares 1, 2 e 5) e nas
regides proximais ao centromero de todos os cromossomos do cariétipo (Figuras
3B, 3D e 6). Além disso, nem todas as marcas DAPI" coincidiram com o padréo
de heterocromatina constitutiva obtido com o bandeamento C. Foi observado
que principalmente as marcas DAPI" teloméricas ndo se apresentaram C'. Isso
pode ter ocorrido devido ao fato de a coloracao com DAPI ser menos destrutiva
aos cromossomos em relagdo a técnica de bandeamento C. Padrdes similares
foram observados por Sousa (2006), em plantas dipléides.

O bandeamento com CMA3 revelou a presenca de trés pares de
cromossomos com sinais CMA®. Quatro dos sinais apresentaram-se em regides
terminais dos cromossomos dos pares 14 e 27 (Figura 3C e 6). Dois dos sinais
foram visualizados em outras regides cromossdmicas, mas apresentaram-se
muito fracos, impossibilitando a sua captura.

O padrio de bandeamento observado nas coloracdes com CMA3
mostrou a presenca do mesmo nimero de sinais anteriormente relatado por
Sousa (2006) para o citétipo dipléide. Isso pode ter ocorrido devido a problemas
metodoldégicos. Alguns sinais ndo foram capturados pelo sistema de andlise de

imagens.
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FIGURA 3 Bandeamentos com fluorocromos DAPI e CMA em L. alba
tetrapléide. A) Regides DAPI" (azul) e CMA" (verde) em um
nicleo interfisico. B) Regides DAPI+ em cromossomos
metafdsicos. @) Sinais CMA* em Cromossomos

metafésicos(setas). D) Coloragdo com DAPI. Barra=5um.
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5.3 Coloracao com nitrato de prata

Regides organizadoras do nucléolo (RONs) constituem sitios que contém
sequéncias de DNA repetitivo e que, geralmente, codificam RNAs ribossémicos
45S (Guerra, 1988). Citologicamente, essas regides podem corresponder a
constrigdes secunddrias nos cromossomos metafdsicos e sdo responsaveis pela
formacdo de nucléolos na interfase precedente (Beserendorfer et al., 2002).

O ndmero maximo de RONs ativas foi correlacionado com o nimero
méximo de nucléolos observados nos nicleos interfasicos no citétipo tetrapldide
de L. alba. No presente estudo foi observado um ndmero méaximo de oito
nucléolos (Figura 4A), indicando que L. alba tetrapléide apresenta quatro pares
de RONSs ativas. Foi possivel observar também aspectos sobre a dindmica da
formacdo dos nucléolos. Alguns nicleos interfasicos mostraram uma variagdo no
nimero e no tamanho dos nucléolos (trés e dois nucléolos, Figura 4B; um
nucléolo ocupando grande parte do nicleo, Figura 4C). Essas observagdes
indicam que fendmenos de fusdo nucleolar ocorreram. Sousa (2006) também
observou aspectos similares em L. alba dipléide.

A atividade das RONs e a sua relacdo com a organizacdo de genes

ribossomais serd discutida posteriormente.
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FIGURA 4 Nucleos de L. alba tetrapldide coradas com nitrato de prata. A)
Intérfases com nidmero de nucléolos variando de um a oito. B)
Intérfases com dois a trés nucléolos. C) Nicleos interfasicos com

um nucléolo grande (fusido de nucléolos).Barra=10um.
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5.4 Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

As células apresentaram sitios para DNAr 45S bem discriminados. Nos
nucleos interfasicos de ambos os citétipos, ndo foi possivel contar o nimero de
sitios de DNAr 458 (Figura 5A), devido ao estado de condensacdo da cromatina
que ocasionou um prolongamento ou a fusdo dos cistrons. No entanto, em
células profdsicas e cromossomos metafasicos, o nimero de sinais mostrou-se
muito claro em ambos os citétipos.

O citétipo dipldide apresentou seis sitios de hibridizacdo, ao passo que,
no tetrapléide, foram observados oito sitios grandes e dois muito pequenos para
o DNAr 458S, nos pares 14, 24, 27, 28 e 29 (Figuras 5B-D e 6). Em L. alba
dipléide, Branddo et al. (2007) também descreveram a presenca de seis sitios
para o DNAr 45S. Dessa forma, os resultados aqui apresentados corroboram os

relatos anteriores.
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FIGURA 5 Localizacdo de seqiiéncias de DNAr 45S em nicleos de dois
citétipos de L. alba. A) Nicleo interfdsico de Lal-citral
(dipléide). B) Cromossomos metafasicos de Lal-citral (dipléide)
com seis sinais. C) Préfase mitética de La2-carvona (tetrapléide).
D) Cromossomos metafdsicos de La2-carvona (tetrapléide) com

oito sinais grandes e dois muito pequenos. Barra=10um.
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FIGURA 6 Ideograma representando a localizagdo de sinais DAPI+ (azul),
CMA3+(amarelo) e sitios de DNAr 45S (verde) em cromossomos

de um citétipo tetrapldide de L. alba. Barra=2pum.
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5.5 Evolucao da poliploidia em L. alba

Para fins de comparacdo, a Tabela 1 mostra um resumo dos relatos e
resultados obtidos sobre o niimero de constri¢des secunddrias, sitios CMA®,
nimero maximo de nucléolos e de sitios de DNAr 45S, para os citétipos
dipléide e tetrapléide de L. alba.

Os dados da Tabela 1 mostram claramente a existéncia de uma
diferenciagdo, no &mbito genético-molecular, entre esses citdtipos.

Baseando-se nas formulas cariotipicas, observa-se que rearranjos
cromossdmicos ocorreram na evolucdo da poliploidia nessa espécie, para todas
as caracteristicas observadas, exceto para o nimero de sitios CMA+.

O padrdo de bandeamento DAPI mostrou que, com a poliploidia, La2-
carvona passou a apresentar regides ricas em AT, preferencialmente nas regides

pericentroméricas ou proximais, ocupando boa parte dos bragos cromossdmicos.

TABELA 1 Caracteristicas do cariétipo de dois citétipos de L. alba

Citotipos
Caracteristicas Lal (dipléide) La2 (tetrapléide)
Numero cromossomico 2n=2x=30%** 2n=4x=60%*
Férmula cariotipica 6M+ 9Sm** 15M+14Sm+1Ac**
Constri¢des secundarias 4* gorewsk
Sitios CMA™* 6* OF**
Padrio DAPI* Prefencialmente Preferencialmente
centromérico, alguns pericentromérico e
teloméricos proximal
Numero maximo de 4% gr*k
nucléolos
Sitios DNAr 45S GF** 1Q***

*Informagdes relatadas por Sousa (2006); ** dados relatados por Pierre (2004);

*#%* Informacdes obtidas no presente estudo.
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Além disso, alguns cromossomos (trés pares) apresentaram bandas
teloméricas em ambos os bragos cromossdmicos e, em outros sete pares, as
bandas foram observadas nos teldmeros de um dos bragos.

As tendéncias no nimero de sitios de DNAr 458 na evolugado de plantas
polipléides tém sido relatadas por diversos autores. Tais estudos demonstram
que diversas situacdes podem ocorrer. Mishima et al. (2002), por exemplo,
relataram conservacdo no nimero de sitios de DNAr 45S apds cada ciclo de
poliploidiza¢do de espécies do género Sanguisorba (Rosaceae). Entretanto, isso
nem sempre é observado. No presente estudo, observa-se que, em L. alba, o
nimero de sitios de DNAr 45S encontrado no citdtipo tetrapléide nao é
consistente com o nivel de ploidia.

A discordancia entre o nimero de sitios de DNAr e o nivel de ploidia
também j4 foi relatada para outras espécies. Em um complexo polipléide de
Camelia reticulata (Theaceae), Gu & Xiao (2003), realizando o mapeamento
fisico de seqiiéncias de DNAr 45S, também ndo verificaram uma
correspondéncia entre o nimero de sitios e o nivel de ploidia. Plantas dipldides,
tetraploides e hexapldides apresentaram 8, 12 e 18 sitios de hibridiza¢do para
este loco. Os autores sugeriram que a ocorréncia de rearranjos cromossdomicos
deve ter levado a divergéncia na distribuicdo dessas seqiiéncias ao longo do
genoma desses citétipos. Mondin et al. (2007) também observaram menor
nimero de sitios 45S do que o esperado em plantas tetrapldides do género
Crotalaria (Leguminosae-Papilionoideae), sugerindo que estas perderam
seqiiéncias de DNAr durante a sua evolugdo.

Em L. alba, varias hipdteses podem ser levantadas para explicar a
discordancia entre o niimero de sitios de DNAr e o nivel de ploidia. Caso La2-
carvona seja autotetrapldide, sitios de DNAr podem ter sido eliminados, levando
a uma diminui¢do no niimero de locos no autotetrapléide. Caso La2-carvona seja

alotetrapl6ide, um dos parentais poderia ter sido Lal-citral (com seis sitios) e o
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outro poderia apresentar quatro sitios de DNAr 45S, originando um hibrido com
cinco sitios e que, apds uma duplicacdo cromossdmica, originaria o tetrapléide
atual com dez sitios.

Possivelmente, os parentais poderiam também apresentar um diferente
nimero de sitios de DNAr 45S e a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos,
como translocagdes com pontos de quebra envolvendo o sitio 45S, eventos de
transposi¢do, eliminacdo e amplificacdes génicas poderiam ter ocorrido com a
evolugdo do polipléide.

Observou-se que, em ambos 0s citétipos, o nimero de sitios de DNAr
45S excedeu o nimero de constricdes secunddrias e o nimero maximo de
nucléolos na intérfase (Tabela 1). De acordo com Guerra (1988), os sitios de
DNAr 45S geralmente localizam-se nas constricdes secundarias. Entretanto,
diversos estudos tém relatado discrepancias em relacdo ao nimero e distribui¢do
de RONSs e de sitios de DNAr 45S, em vdrios taxa (Gu & Xiao, 2003; Fregonezi
et al., 2006; Hasteroc et al., 2006; Mlinarec et al., 2006; Winterfeld & Rdsen,
2007).

Constricdes secunddrias sdo consideradas RONs ativas na intérfase
precedente (Gu & Xiao, 2003) e a presenga de sitios de DNAr 45S ndo indica a
atividade transcricional do loco de DNA ribossdmico.

Considerando que, no citétipo tetrapléide, o nimero de maximo de
nucléolos encontrado foi oito e que dez sitios de DNAr 45S foram observados,
pode-se inferir que, possivelmente, um par de RONs estd inativo. A inativagao
de seqiiéncias de DNAr 45S também foi relatada para o citétipo dipléide por
Sousa (2006).

Além disso, a perda de DNAr 45S ou a inativagdo das RONs é comum
no decorrer da poliploidiza¢do. Sdo comuns os relatos da ocorréncia de locos de
DNAr 45S em menor nimero que o esperado com a poliploidia (Gu & Xiao,

2003; Winterfeld & Rdsen, 2007).
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Em Aveneae, Winterfeld & Rosen (2007) observaram que nio houve a
coincidéncia entre o nimero de sitios de DNA45S e o nimero de RONs ativas.
Além disso, foi verificado que sitios menores de DNA ribossomico nao
apresentavam atividade nucleolar.

De acordo com esses autores, a perda de atividade transcricional é
freqiientemente observada em hibridos interespecificos, sendo denominada
dominancia nucleolar. Neste caso, a inativagdo das RONs ocorre devido a agdo
de mecanismos de metilacio do DNA e desacetilacio de histonas. Em
individuos que ndo sdo hibridos, as RONs podem ser suprimidas porque as
células contém, freqiilentemente, maior nimero de cdépias de DNAr que o
necessario. Além disso, alternativamente, locos menores podem constituir
pseudogenes ou seqiiéncias com homeologias ao DNAr 45S (Pikaard, 2000).

Entender a histéria evolutiva por meio de padrdes de bandeamento
cromossdmico e dos locos de DNAr 458 para fornecer evidéncias para elucidar a
origem do citétipo polipldide constitui uma tarefa dificil.

Com os dados do presente trabalho ndo foi possivel elucidar a origem do
citétipo tetrapldéide (se auto- ou alotetrapldide), entretanto, foram levantadas
evidéncias da ocorréncia de alteracdes gendmicas apds a poliploidia. Diversos
eventos envolvendo a modificacdo dos genomas podem ter ocorrido,
ocasionando as alteracdes observadas. Além disso, ¢ amplamente relatado por
diversos autores que, apdés um evento de poliploidiza¢do, os genomas podem
sofrer extensivas modificagdes, passando por uma reestruturacio gendmica na
tentativa de se ajustar as novas condi¢gdes impostas pela poliploidia (Leitch &
Bennett, 1997; Sankoff, 2003; Rieseberg & Wendel, 2004; Chen et al., 2007).

E importante ressaltar que, no género Lippia, é comum a ocorréncia de
hibridos interespecificos naturais (Sanders, 2001), o que poderia reforcar a
hipétese de ocorréncia de hibridagdo interespecifica na origem do citétipo

tetrapldide.
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Técnicas como a hibridizacdo gendmica in situ (GISH-Genomic in situ
Hibridization) t€m possibilitado a andlise da organizacdo gendmica em hibridos
interespecificos, em espécies alopolipldides e linhagens interespecificas de
introgressdo (Kato et al., 2005). Desse modo, a aplicacdo dessa técnica,
associada a dados morfolégicos, bioquimicos e ecoldgicos, poderia auxiliar na
elucidacdo da origem do citétipo tetrapldide.

E importante ressaltar que esta ndo serd uma tarefa ficil, pois a
eficiéncia na distingdo dos genomas depende do grau de divergéncia existente
entre as espécies parentais (Kato et al., 2005); além disso, o tempo apaga os
sinais de duplicacdo genomica (Wolfe, 2001) e as rdpidas mudangas genéticas
sofridas em polipléides recém-formados dificultam a identificacdo dos genomas
no hibrido interespecifico (Chen et al., 2007). Uma outra dificuldade a ser
encontrada, caso sua origem seja por alopoliploidia, seria a identificagdo dos
parentais doadores dos genomas.

Considerando a importancia da espécie e a diversidade de técnicas
atualmente disponiveis, estas limitacdes ndo devem constituir entraves para que
novas pesquisas sejam realizadas com a finalidade de estudar a origem de

citétipos polipldides nessa espécie.

94



6 CONCLUSOES

O trabalho realizado foi de grande relevancia, uma vez que relatos desta
natureza sio inexistentes para citotipos polipléides de L. alba.

Os padrdes de bandeamento cromossdémico e a hibridizacdo in situ
fluorescente com sondas de DNAr 45S ndo possibilitaram a elucidagdo da
origem do citdtipo tetrapldide de L. alba, entretanto, evidenciaram que
reorganizacdes no genoma (provavelmente envolvendo a eliminagdo e

inativacdo de sequéncias) ocorreram apds a poliploidizagao.
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