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“Nothing in Biology Makes Sense
Except in the Light of Evolution.”

(Theodosius Dobzhansky)
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RESUMO

REIS, A. C. Evolugao cromossdmica no complexo Poliploide Lippia alba
(Mill.) N. E. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
2013.

A poliploidia € considerada um dos principais fatores envolvidos na
formagao de novas espécies. Lippia alba € uma espécie herbacea de grande
importancia medicinal, sendo empregada popularmente no tratamento de
problemas gastricos e respiratérios. A espécie, de ampla distribuicao
caracteriza-se por apresentar vasta plasticidade morfolégica e variados
quimiotipos além de grande variagao cariotipica. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar por meio de técnicas citogenéticas, diferentes
citétipos coletados em ambientes naturais e contribuir para entender a
dindmica da formacao de um possivel complexo poliploide em L. alba. A partir
de técnicas de bandeamento cromossémico e hibridizagao fluorescente in situ
somadas as analises meidticas e de viabilidade polinica realizadas em cinco
citétipos do complexo poliploide, foi possivel verificar variagdes cromossémicas
numéricas e estruturais. Os resultados sugerem que cruzamentos
intraespecificos e eventos de autopoliploidizagdo originaram esta ampla
variagao cariolégica em L. alba. A técnica de FISH, em especial a regiao de
DNAr 58S, revelou indicios fortes de autopoliploidia, ja que o nimero de sitios
do complemento monoploide apresentou-se constante independente do nivel
de ploidia. Além disso, os altos indices de irregularidades meidticas
encontrados nos acessos triploides, aneuploide, tetraploide e hexaploide
também s&o indicios de pareamento e segregagao cromossdmica anormal,
fendmeno tipico de poliploides recém-formados. Em adi¢éo, os resultados de
viabilidade polinica com o corante FDA corroboram os dados meidticos e

incrementam a hipotese de formagao de um complexo poliploide em L. alba.

Palavras-chave: Lippia alba; autopoliploidia; citétipos; cariologia.



ABSTRACT

REIS, A. C. Chromosome evolution in polyploid complex Lippia alba (Mill.)
N. E. Dissertation (Master in Biological Science) — Instituto de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013.

The polyploidy is considered one of the most important factors in plant
speciation, Lippia alba is an important medicinal herb being popularly used
mainly in the treatment of gastric and respiratory problems. Once your popular
use is employed as palliative for various human diseases. The species, of
widely distribution possess extensive morphological plasticity and different
chemotypes in addition to great karyotype variation. The present study aimed to
characterize by means of cytogenetic techniques different cytotypes collected in
natural environment and help to understand the dynamic of possible polyploid
complex formation of the in L. alba. By means of chromosome banding and
fluorescence in situ hibridization techniques in addition to meiotic and pollen
viability analyses accomplished in five cytotypes of polyploid complex, it was
possible to observe numerical and structural variations. The results suggest
that intraspecific crosses autopolyploidization events caused the wide
karyological variation in L. alba. The FISH technique, specially the rDNA 5S
region, revealed important indications of autopolyploidy, once the number of
marks of monoploid complement remained constant regardless of chromosome
number. Moreover, the high rates of meiotic irregularities observed in triploid,
aneuploid, tetraploid and hexaploid accessions also indicates abnormal paring
and chromosomal segregation , a typical phenomenon of newly formed
polypoids. In addition, the results of pollen viability by means of FDA test
corroborate the meiotic data and support the hypothesis of of a polyploid

complex formation in L. alba.

Key-words: Lippia alba; autopolyploidy; cytotypes; karyology.
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1 INTRODUCAO

A poliploidia é considerada a principal forca na evolucao e diversificagao das
angiospermas. Estima-se que cerca de 70% das plantas com flores s&o poliploides
(SOLTIS e SOLTIS, 2009). A autopoliploidia consiste na duplicacdo de todo o
genoma de um organismo, e estudos apontam para uma facilidade na adaptacéo e
vantagem na sobrevivéncia do individuo poliploide em comparagéo com seu genitor
diploide (SOLTIS E SOLTIS, 1995; PARISOD, HODEREGGER e BROCHMANN,
2010). A maioria dos poliploides é formada por fecundagdo de gametas nao-
reduzidos, originando plantas com o dobro do numero cromossémico
(BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995). Consequentemente, varios citotipos com
diferentes niveis de ploidia podem surgir, decorridos de cruzamentos e
poliploidizagao entre os morfotipos (SOLTIS et al. 2007). Segundo Burton e Husband
(2001) cruzamentos intraespecificos envolvendo citétipos sdo considerados comuns
quando os mesmos coexistem em uma populagao.

Neste contexto, estudos indicam a presenga de um possivel complexo
poliploide para L. alba, formado naturalmente em diferentes localidades do Brasil. A
espécie destaca-se com grande plasticidade fenotipica e gendmica, sendo a
delimitagao e caracterizagao dos diferentes citétipos de suma relevancia, ecoldgica e
medicinal, uma vez que L. alba é rotineiramente usada na medicina popular para
diversas indisposicbes humanas (GOMES et. al, 1993; TAVARES et al., 2005;
SOUSA et al.,, 2009; VALE, 2010; PIERRE, et al2011).

A fim de investigar a origem, caracterizar e documentar os principais
mecanismos envolvidos no processo de autopoliploidia e formacao dos citétipos,
estudos citogenéticos foram realizados em representantes de diferentes citotipos.
Técnicas de bandeamento cromossémico DAPI/CMA;, mapeamento dos genes
ribossomais com a hibridizagado fluorescente in situ (FISH), morfometria
cromossdmica, assim como analises do comportamento meidtico e viabilidade

polinica foram avaliadas.



1.1- A poliploidia e suas consequéncias na evolugao de novos taxons

A poliploidia é considerada um importante fator na evolugao de eucariotos,
sendo crucial, sobretudo, no processo de evolugao e especiagdo em vegetais (MA e
GUSTAFSON, 2005; SOLTIS e SOLTIS, 2009; PARISOD, HODEREGGER e
BROCHMANN, 2010). Segundo Schifino (2004), a especiagao por poliploidia &
predominante entre espécies simpatricas , e pode levar a alteragdes na regulagao e
expressao génica, rearranjos cromossémicos, mudangas na morfologia, sistema de
reproducao e ecologia do organismo. Estima-se que aproximadamente 50 a 70%
das angiospermas sejam poliploides (MASTERSON, 1994; WENDEL, 2000;
SOLTIS, 2005) e que muitas das plantas cultivadas e naturais atuais sejam na
verdade, paleopoliploides oriundos de cruzamentos ocorridos em tempos remotos
(GASTONY, 1991). Um exemplo classico de paleopoliploide é o milho, Zea mays,
que embora muitas vezes seja considerada uma espécie diploide, possui sua
constituigdo nuclear formada por cruzamentos interespecificos seguidos de
duplicagbes gendmicas, sendo portanto, um alopoliploide segmental (GAUT e
DOEBLEY, 1997). Alem de Zea, os géneros Arabdopsis, Glicine, Gossypium e
Sorghum também sdo exemplos de paleopoliploides que sofreram processos de
diploidizagdo e comportam-se como individuos diploides atualmente (MA e
GUSTAFSON, 2005; LIU et al., 2006). As espécies ou organismos que passaram
pelo processo de poliploidia podem ser divididos em duas principais categorias, os
autopoliploides e os alopoliploides. A autopoliploidia corresponde a um mecanismo
de duplicagdo de todo o complemento cromossémico de um organismo, ja os
alopoliploides sao originados por duplicagdo de genomas diferentes, depois de
hibridagdes interespecificas. Adicionalmente, uma terceira classe, os alopoliploides
segmentais também ocorrem, sendo formados pela duplicagdo gendémica do hibrido
produzido entre espécies proximas, que apresentam certo grau de homeologia
cromossémica (STEBBINS, 1971).

Na natureza, alopoliploidias sdo mais frequentes e contribuem notavelmente
para a formagao de novas espécies. Autopoliploides sdo comumente encontrados
em ambientes com climas instaveis, ao passo que seus citétipos diploides sao

geralmente encontrados em areas homogéneas (SOLTIS e SOLTIS, 1995;



PARISOD, HODEREGGER e BROCHMANN, 2010). Teoricamente, a redundancia
genética proporcionada pela duplicagdo gendmica implicaria em uma certa
flexibilidade as possiveis pressdes de selegdo. Os genes duplicados tém
possibilidades de sofrer mutacdes espontaneas e entao adquirir uma nova fungao,
neofuncionalizacdo, ou entdo, complementar fungdes de outros genes, além de
apresentar uma menor expressdo, fendbmeno também conhecido como
subfuncionalizagédo (LYNCH, et al., 2001; BUGGS et al. 2010a,b). Tais mecanismos
conferem inovagdes aos portadores e podem influenciar no valor adaptativo dos
individuos. Além disso, o aumento da ploidia pode mascarar o efeito de mutagdes
deletérias, pois os varios genomas podem encobrir tais mutagbes (OTTO e
WHITTON, 2000; CHEN, HA e SOLTIS, 2007; OTTO,2007).

Alguns estudos sugerem que os autopoliploides se adaptam mais facilmente
que seus progenitores diploides, o que torna o processo adaptativo mais eficiente
aos organismos que passaram por duplicagdo gendmica, acarretando,
consequentemente, um aumento populacional de citétipos poliploides (OTTO e
WHITTON 2000; PARISOD, HODEREGGER e BROCHMANN, 2010). No entanto,
nem sempre os autopoliploides toleram condi¢des ambientais severas e apresentam
nichos ecolégicos mais amplos que seus progenitores diploides (LEVIN, 2002).
Rivero-Guerra (2008), por exemplo, trabalhando com Santolina pectinata observou
que os citétipos autotetraploides dessa espécie eram restritos a certos habitats,
enquanto os individuos diploides apresentavam distribuicao mais ampla.

O processo de poliploidizacao também pode alterar aspectos relacionados a
ecologia das populagdes. Estudos com Heuchera grossulariifolia no norte dos EUA
revelaram que as flores de autotetraploides eram visitadas por espécies de
polinizadores diferentes das espécies que frequentavam seus parentais diploides, e
0 mesmo era verdade para as interagdes de herbivoria (THOMPSON, NUISMER e
MERG, 2004). Segundo Thompson et al. (2004) esta diferenca de polinizadores
pode gerar um isolamento reprodutivo parcial e assim, contribuir para a coexisténcia

de varios niveis de ploidia intraespecificos.



1.2 Formagao de poliploides

Embora menos documentada que no caso das plantas cultivadas, varias
espécies vegetais constituem poliploides naturais formados recentemente, ha cerca
de 150 anos. Dentre estas podemos citar: Spartina anglica (ABBOTT E LOWE,
2004; AINOUCHE, et al., 2004; MARCHANT, 1968, 1967), Senecio cambrensis e S.
eboracensis (ABBOTT E LOWE, 2004; ROSSER, 1955), Cardamine schultzii
(URBANSKA et al., 1997), Tragopogon mirus e T. miscellus (SOLTIS et al., 2004).
Segundo DeWet (1980) os poliploides podem ser originados na natureza por meio
de duas maneiras: através da duplicagdo cromossOmica somatica (poliploides
assexuais), método bastante empregado em programas de melhoramento e
rarissimo de ocorrer naturalmente, ou por meio de uma nao redugao gamética
durante a gametogénese (RAMANNA e JACOBSEN, 2003). A producéo de gametas
nao reduzidos é o principal processo na formagao de poliploides (BRETAGNOLLE e
THOMPSON, 1995; RAMSEY e SCHEMSKE, 1998).

Na poliploidizagdo somatica, ndao ocorre a divisdo da célula apods a fase S em
tecidos meristematicos de zigotos ou embrides juvenis durante as primeiras divisdes
celulares, originando individuos com numero cromossémico duplicado,
completamente poliploides (CARPUTO, FRUSCIANTE e PELOQUIN, 2003). Os
exemplos de poliploidizagdo somatica mais conhecidos na literatura sdo em
Solanum (JORGENSEN 1928), Mimulus (HIESEY, NOBS e BJORKMAN, 1971) e
Primula kewensis (CARPUTO, FRUSCIANTE e PELOQUIN, 2003; ALESSIA et al;
2008). Pouco se sabe sobre o surgimento de poliploides somaticos na natureza e
segundo Harlan e De Wet (1975) este fendbmeno é irrelevante no surgimento de
novas especies.

Dentre os mecanismos sexuais de surgimento de poliploides, a
poliploidizagdo unilateral envolve cruzamentos de gametas diploides com gametas
reduzidos (2n+n) originando organismos triploides (3x) (BRETAGNOLLE e
THOMPSOM, 1995). Normalmente a formagao de individuos 3x é interrompida logo
apos a fecundacao, devido a falhas no desenvolvimento do endosperma. De acordo
com Bretagnolle e Thompsom (1995) o triploide se torna viavel apenas quando ha

um Balango Numérico do Endosperma (EBN) e neste caso, o gameta nao reduzido



deve ser feminino. O conceito de desenvolvimento normal do endosperma depende
de um balango entre os fatores genéticos do 6vulo e da célula espermatica. Para
que o triploide seja viavel deve existir uma razdo 2:1 entre os genomas materno e
paterno (LEVIN, 2002). Caso contrario, ocorre o chamado bloco triploide, ou seja,
um efeito de aborto macigo das sementes devido a falhas no desenvolvimento do
endosperma, tecido crucial para o desenvolvimento do embrido (BRETAGNOLLE e
THOMPSOM 1995).

Em casos de triploides, sua fertilidade € mais baixa que de seus parentais
diploides e tetraploides ja que usualmente os gametas masculinos desses citotipos
sao estéreis e os femininos parcialmente estéreis (SATO, 1993). Segundo Otto e
Whitton (2000) organismos 3x sao considerados um obstaculo para a evolugao, ja
que sao inférteis e tendem a produzir gametas aneuploides devido a pareamento e
segregacao meidticos incorretos. No entanto, Ramsey e Schemske (1998) defendem
que triploides sao pontes para a formacao de novos poliploides, e que nem sempre o
EBN é crucial para seu estabelecimento. Alguns individuos mesmo com um
desbalanceamento numérico do endosperma séo capazes de sobreviver e originar
outras espécies por meio de cruzamentos com organismos diploides, tetraploides e
outros triploides podendo originar diferentes citétipos (RAMSEY e SCHEMSKE,
1998).

Além da poliploidizagao unilateral, um tipo menos frequente de surgimento de
poliploides de forma sexuada também ocorre, a poliploidizacao bilateral. Neste caso,
individuos tetraploides sao originados pela fusdo de dois gametas nao reduzidos
(MENDIBURU e PELOQUIN, 1971). Estudos demonstraram que a formacéo de
gametas nao reduzidos tem relagdo direta com as condigbes ambientais.
Temperaturas baixas ou altas e a sazonalidade, por exemplo, podem aumentar a
frequéncia de gametas 2n e contribuir para formagao de neopoliploides em regides
de climas instaveis (STEBBINS, 1971; EHRENDORFER, 1980; RAMANNA e
JACOBSEN, 2003).

Embora a produgido de gametas 2n seja uma anormalidade meidtica, devido a
disfungdes nas segregagdes cromossOmicas, a produgao de células germinativas
com numero somatico resulta em fluxo génico entre plantas de ploidias diferentes e
possibilita em médio prazo o aumento da heterozigosidade a nivel populacional
(GROOSE et al.,1989).



1.3- Reprodugao sexuada e produgiao de gametas nao reduzidos em

poliploides

A producao de gametas nao reduzidos na formacao de poliploides tem sido
objeto de estudo ha anos e discutido e revisado por inumeros autores
(BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995; RAMANNA e JACOBSEN, 2003; YAN et al.
1997, LEVIN, 2002; KOVALSKY e NEFFA, 2012). Diversas espécies conhecidas
sao oriundas de poliploidizagédo sexual resultantes de gametas nao reduzidos, como
a batata, alfafa, beterraba, trevo vermelho entre outras (MENDIBURU e PELOQUIN,
1971; VERONESI, MARIANI e BINGHAN, 1996), sendo um processo
importantissimo para a formacéo de poliploides. Segundo Bretagnolle e Thompson
(1995), em plantas, a frequéncia de gametas 2n € amplamente variavel, podendo ser
alterada nao so6 entre as diferentes espécies como também entre individuos co-
especificos (LEVIN, 2002). Em diferentes espécimes de Trifolium pratense, por
exemplo, a frequéncia de podlens 2n produzidos variou de 1 a 84% (PARROT e
SMITH, 1984).

As principais causas de formacgao de gametas diploides sdo anormalidades na
micro e na megasporogénese, devido a ndo formacao do fuso meidtico ou seu mau
funcionamento, ou problemas durante a citocinese (BRETAGNOLLE e THOMPSON,
1995). A ndo redugdo gamética acontece quando ndo ha a separagcdo dos
cromossomos corretamente, seja na primeira ou na segunda divisdo da meiose.

Segundo Mok e Peloquin (1975) quando nao ha segregagao dos homologos
na anafase |, mas a segunda divisdo € normal, nomeia-se a néao divisdo como
Restituicdo na Primeira Divisdo (RPD). Contudo, quando por ventura ocorre erro
apenas durante o desenvolvimento da segunda divisao meidtica, da-se o nome de
Restituicdo na Segunda Divisdao (RSD). Dentre as irregularidades meidticas
observadas, a formacao de diades e triades sao indicios fortes de nao restituicao
meidtica e gametas ndo reduzidos (RAMANNA, 1992; ORTIZ ,1997; YAN et al.,
1997).

O ambiente também pode influenciar diretamente na produgdo de gametas
com o dobro de material genético. Fatores como temperatura, estresses hidrico e

nutricional podem alterar a produgao de poélens nao reduzidos (RAMSEY e



SCHEMKE, 1998). Acredita-se que tais fatores externos podem influenciar na
expressao de genes meioticos e induzir anormalidades durante a divisdo (VEILLEUX
e LAUER, 1981). No entanto, estudos que investiguem a influéncia ambiental com
bases genéticas sdao poucos e os mecanismos envolvidos devem ainda ser
elucidados.

Na literatura, registros de plantas que produzem grdos de pdlens néo
reduzidos podem ser facilmente encontrados (YAN et al., 1997; LAVIA et al., 2011;
LARROSA, et al., 2012). No entanto, embora 6vulos ndo reduzidos também possam
ocorrer, os trabalhos sdo mais escassos. Segundo Ramsey e Schemske (1998) os
indices de ndo reducdo na micro e na megasporogénese sdo similares e nao ha
correlagdes entre a frequéncia de pdlens e 6vulos 2n. Isso sugere que 0s processos
de formagao de gametas masculinos e femininos sejam governados por diferentes
mecanismos de controle genético (BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995;
BROWNFIELD e KOHLER, 2010).

Dentre as maneiras de detectar pdlens 2n, o screening que examina o
tamanho do grdo é bastante usado (KELLY, RASCH e KALISZ, 2002). A
identificagdo dos pdlens diploides pode ser feita medindo-se o seu volume e seu
didmetro, ja que o aumento na quantidade de DNA acarreta 30% a 40% de aumento
no tamanho do grao (efeito gigas) (RAMSEY e SCHENSKE, 1998; LEVIN, 2002). A
presenca de “pdlens gigantes” € um forte indicativo de ndo redugao gamética. Outra
forma de verificar polens nao reduzidos é através da quantificagcao do conteudo de
DNA por citometria de fluxo (PAN et al., 2004; DOLEZEL, GREILHUBER e SUDA,
2007). Esta técnica tem a vantagem de examinar muitos graos de varios individuos

de uma so6 vez, com facilidade e rapidez.

1.4 Alteragoes cromossOmicas apos a poliploidizagao

Os vegetais, mais especificamente as angiospermas, sédo marcados por
apresentarem uma extraordinaria plasticidade gendmica, sendo capazes de sofrer

modificacdes nucleares e citologicas para se adequarem as condigdes celulares



impostas (SOLTIS e SOLTIS, 2009). Logo apds um evento de poliploidizagao, seja
ela natural ou induzida, ha um “choque genémico” produzido pela interacdo dos
genotipos envolvidos, e os organismos para superarem o impacto da duplicacéo
tendem a reorganizar o seu “novo” material genético. Dentre as inumeras
modificacdes gendmicas sofridas, os rearranjos estruturais (delegoes, insergoes,
duplicacbes e translocagodes), a ativacdo de elementos mdveis e as mudangas
epigenéticas sao os principais eventos observados que podem afetar o
transcriptoma, o metaboloma e o proteoma (LEITCH e LEITCH, 2008). Essas
alteracdes acontecem imediatamente apds a poliploidizagdo, sendo uma resposta
rapida e altamente variavel nas diferentes espécies (LEITCH e LEITCH, 2008).

Uma das principais consequéncias imediatas apds a poliploidizagdo é a
eliminacao de material genético (LEITCH e BENNETT, 2004). Em autopoliploides
sintéticos de Phlox drummondii, por exemplo, foi registrada uma perda de cerca de
17% de sequéncias de DNA na prole F1, aumentando para 25% na terceira geracao
(RAINA et al., 1994). No entanto, a eliminagdo nem sempre € aleatéria ja que
segmentos particulares podem ser excluidos do genoma de alopoliploides recém-
formados (HAN, et al., 2005). No trabalho de Han e colaboradores (2005), observou-
se por meio de técnicas citogenéticas e moleculares, sucessivas perdas de copias
da sequéncia pGc1R-1, uma regiao repetitiva in fandem encontrada em
alotetraploides do complexo Triticum-Aegilops totalizando cerca de 70 a 90% de
eliminagdo. Estudos sugerem que esta redugao de material genético € um pré-
requisito para que ocorra o processo de diploidizagao, ou seja, uma regularizagéo do
pareamento na meiose (FELDMAN et al., 1997). Tal eliminagao poderia acentuar as
divergéncias entre cromossomos homeodlogos e contribuir para a formagao de
bivalentes na diacinese (FELDMAN et al., 1997).

As eliminagbes de sequéncias séo importantes para o estabelecimento de
poliploides, e implicam diretamente na constituicdo e na estrutura gendmica,
causando mudangas na morfometria cromossémica e no cariétipo como um todo
(MA e GUSTAFSON, 2005). As delegdes de segmentos cromossdmicos sao comuns
pelo fato de poliploides apresentarem multiplas coépias de um determinado
segmento. A auséncia de uma fragdo cromossémica, embora toleravel em um
poliploide, poderia ser letal em um diploide (SCHUBERT e LYSAK, 2011). As
inversdes, ao contrario, nao afetam a quantidade de conteudo nuclear, mas podem

mudar o padrao de expressao dos genes ali encontrados, o que € conhecido como



“efeito de posi¢cao”. Nas translocagdes também nao ha perda nem ganho de material
genético, mas apenas uma redistribuicdo dos fragmentos translocados entre os
cromossomos (LEVIN, 2002). As translocagbes podem ser intragendmicas e em
casos de alopoliploides intergenémicas, como observado em Avena maroccana,
Avena sativa e em Nicotiana, onde foram encontradas nove regides de
translocacbes entre os genomas parentais (LEITCH e BENNETT, 1997). Segundo
Schubert e Lysak (2011) as translocagdes reciprocas sdo mais frequentes e geram
duplicacbées e delegcdes de sequéncias, mimetizando uma translocagcdo néo
reciproca, pois originam gametas desbalanceados que eventualmente podem
influenciar na sobrevivéncia dos individuos por eles formados.

Segundo McClintock (1984), os mecanismos que levam a estes rapidos
rearranjos estruturais pds-hibridagdo, devem-se a ativagdo de elementos
transponiveis que se encontram dispersos nos genomas parentais. A atividade
desses elementos moveis aumenta a chance de ocorrer quebras cromossdmicas
(WEIL e WESSLER, 1993) que resultariam em alteragées gendmicas secundarias,
como duplicagdes génicas e amplificacdo de regides (JIN e BENNETZEN, 1994).
Além de alteragdes estruturais, os elementos moveis também tem a capacidade de
alterar o perfil de expressao génica, pois eventualmente pode ocorrer a insergéao de
genes em regides codificantes, acarretando em um aumento de sua transcrigao.
Alternativamente, estes genes podem ser agrupados em regides de pouca ou
nenhuma atividade transcricional, resultando em silenciamento génico (BARKAN e
MARTIENNSSEN, 1991; RAIZADA, BENITO e WALBOT, 2001; HEGARTY et al.,
2008).

Rearranjos estruturais observados em poliploides recém-formados podem
assim constituir uma forma de reorganizagdo do genoma e reducido das
instabilidades imediatas causadas pela duplicagdo do material genético. Nos
vegetais, em especial, é surpreendente e fascinante esta plasticidade genédmica que
tem implicagdes diretas na sobrevivéncia e na perpetuacgao das espécies (KEELER
e DAVIS, 1999; LEITCH e LEITCH, 2008; SOLTIS e SOLTIS, 2009; CHESTER et al.,
2010).
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1.5 Detecgao de rearranjos cromossémicos em poliploides

A citogenética proporciona informagdes valiosas a nivel cromossémico.
Dados sobre numero, tamanho, forma e constituicdo dos cromossomos sao
indispensaveis para o estudo da caracterizacao de espécies, contribuindo tanto para
a citotaxonomia quanto para o conhecimento evolutivo. A partir de estudos de
cariotipos de espécies proximas é possivel fazer comparagdes e tracar o caminho
evolutivo de um determinado grupo (STEBBINS, 1971). Dentre as técnicas mais
utilizadas para o estudo cromossdmico de plantas destacam-se os bandeamentos
com fluorocromos base-especificos DAPI/CMA;, bandeamento C, coloragdo com
nitrato de prata e mais recentemente metodologias moleculares com o emprego da
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH e GISH). A localizagdo de sequéncias
especificas de DNA por meio da técnica de FISH é bastante utilizada na
citotaxonomia como mais um parametro para comparar cariétipos (SUMNER, 2003).
O mapeamento fisico dos genes ribossomais 5S e 45S fornece informacgdes valiosas
para o estudo evolutivo, sendo marcadores universais amplamente utilizados em
espécies vegetais (CHESTER, et al., 2010; FUKUSHIMA, 2011; VIANA e SOUZA,
2012).

Estas metodologias geram um perfil de bandas e de localizagcées de regibes
especificas ao longo dos cromossomos, que facilitam a distingdo dos cromossomos
e o0 agrupamento de homologos. Com isso, tais abordagens permitem investigagoes
mais apuradas acerca do genoma e dao subsidios para revelar possiveis mudangas
ocorridas no cariotipo ao longo do tempo, possibilitando documentar rearranjos
estruturais que ocasionalmente ocorrem em espécies vegetais, principalmente
aquelas que passaram por eventos de poliploidia.

As coloragbes DAPI/CMA usadas simultaneamente permitem delimitar os
sitios ricos em AT e em CG, respectivamente. A partir do padrdo de marcas
encontrado na espécie, torna-se possivel detectar anomalias cromossémicas
estruturais. No trabalho de Souza et al. (2009), por exemplo, as marcas DAPI/CMA”*
combinadas com outras técnicas foram utilizadas para o estudo da evolucéo

cariotipica em Nothoscordum gracile.
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Em espécies poliploides de Hepatica nobilis, por exemplo, foi observado
perda de sitios de DNAr pela FISH (WEISS-SCHNEEWEIS et al., 2007). Em Vicia
faba, a FISH revelou sinais de regides teloméricas préoximos ao centrébmero de um
dos pares de cromossomos, sugerindo que uma fusao céntrica tenha os originado
(FUCHS et al., 1998). Inversdes peri e paracéntricas em Lotus também puderam ser
detectadas pela hibridizagao in situ (PEDROSA et al., 2002). Translocagdes também
sao comuns, aparecem entre genomas de hibridos e sao facilmente detectadas pela
GISH, como ocorrem em Primula, Tragopogon, Festuca e Lolium, Poa, dentre outros
(BRYSTING,HOLST-JENSEN e LEITCH, 2000; GUGGISBERG et al., 2008; LIM et
al., 2008; KSIAZCZYK, TACIAK e ZWIERZYKOWSKI, 2008).

Além das coloragbes que evidenciam padrbes de bandas e marcas
especificas, o comprimento e a razao entre os bracos cromossémicos também séo
pardmetros Uteis para o estudo do caridtipo (STEBBINS, 1971). A partir da
morfometria dos cromossomos €& possivel detectar algumas anomalias como
delegao, adigao e fusdo cromossdmica, além de auxiliar na distingdo de homologos
e evidenciar aneuploidias. Em hibridos de Tragopogon, por exemplo, foi observado
por meio da forma cromossémica combinada com a técnica de GISH, individuos
trissdmicos e dissébmicos para um dado cromossomo (LIM et al., 2008).

Assim, a partir das informagdes citogenéticas pode-se examinar com clareza
as alteragbes cromossdmicas estruturais e numéricas, as quais possuem papel
crucial na evolugao das espécies vegetais, auxiliando nas hipéteses da evolugao
cariotipica do taxon (STACE, 1978). Em L. alba, uma espécie medicinal ainda pouco
estudada, a caracterizagao cariotipica de diferentes acessos pode ser de grande
importancia, uma vez que individuos com diferentes niveis de ploidia foram
identificados (VALE, 2010; PIERRE et al., 2011).

1.6- Lippia alba e a familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae é considerada um dos cinco principais grupos dentre

as dicotiledéneas (GIULIETTI, 1987). Os representantes de Verbenaceae podem ser
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encontrados nos mais diversos ambientes, inclusive em habitats de campos
rupestres. Dentre os géneros de Verbenaceae, Lippia destaca-se por possuir, cerca
de 100 espeécies, distribuidas em regides neotropicais em paises como o Brasil,
México, Paraguai, e Argentina, além de espécies endémicas na Africa (SALIMENA,
2000; O’LEARY, et. 2012). O porte das espécies varia desde ervas, arbustos até a
formagao de arvoretas (MOLDENKE, 1973). Entretanto, devido a presenca de
divergéncias na classificagdo do género, alguns autores sugerem revisdes
taxondmicas para o grupo (SALIMENA, 2000; SCHOCKEN, 2007).

Dentre as espécies do género Lippia, L. alba (Mill) N.E.Br em particular,
destaca-se por apresentar diversas atividades fitoterapicas, sendo conhecida
popularmente como erva cidreira. A espécie é utilizada na medicina popular com
acbes sedativa, antiespasmodica e estomaquica (GOMES et al 1993) além de ser
administrada em tratamentos de gripes, bronquites, infecgbes cutaneas, diarreia,
desinteria, afecgdes hepaticas e desordens menstruais (MORTON, 1981; GIRON e
CACERES, 1994; DI STASI, et al., 1994; TAVARES, 2005) dentre outras. Esta
espécie caracteriza-se por apresentar uma grande variagao quimica, que pode variar
qualitativamente e quantitativamente dependendo de fatores como época do ano,
época de floragao, idade da planta, quantidade de agua entre outros (YAMAMOTO,
2006).

Além disso, uma caracteristica particular e ja relatada em estudos anteriores é
a ocorréncia de plasticidade morfolégica e genémica em L. alba (VALE, 2010;
PIERRE et al., 2011). No entanto, questdes sobre a natureza e extensao de tais

variagdes ainda necessitam ser elucidadas.

1.7- Distribuicao e morfologia de Lippia alba

A delimitagado de L. alba é bastante dificultada devido sua ampla variagao
morfoldgica, quimica e gendmica (SALIMENA, 2000; SCHOCKEN, 2007; SOUSA,
et al, 2009; VALE 2010; PIERRE, 2011). Desta forma, a utilizagdo de diferentes
abordagens para melhorar sua classificacao é de fundamental importancia para que

a grande variabilidade encontrada dentro da espécie seja bem entendida.
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Os locais de prevaléncia de L. alba variam, com distribuicdo em regides de
climas tropicais até regides de clima temperado. A espécie € comumente encontrada
em margens de rios, agudes, lagos e lagoas onde os solos sdo arenosos (CORREA,
MING e SCHEFFER, 1994; STEFANINI, RODRIGUES E MING, 2001). Em relagao
ao porte, L. alba apresenta cerca de dois metros de altura e habito arbustivo. Possui
muitas ramificagdes laterais e ciclo de vida perene, com um rapido crescimento
(PIERRE, 2008). Os individuos de L. alba possuem flores alégamas, sendo os
insetos seus principais polinizadores (SANDERS, 2001). Além disso, florescem o
ano todo. Sua filotaxia é oposta distica com folhas simples de limbo inteiro com a
disposi¢cao de um par por n6. As folhas sao classificadas como serrilhadas e
oblongas agudas segundo Schocken (2007). As flores se encontram em
inflorescéncias que podem ser de coloragao violacea rosa ou branca (SALIMENA,
2002).

Esta espécie pode ser subdividida em 4 variedades de acordo com seus
padrbes morfolégicos, como altura da planta, forma da base foliar, densidade de
tricomas e cor da corola. As variedades descritas sdo: L. alba (Mill.) N. E. Br. Ex
Britton e P. Wilson var. alba, L. alba var. carterae Moldenke, L. alba var. globiflora
(L’'Hér.) Moldenke e L. alba var. lanceolata (Griseb.) Mulgura. No entanto, tais
critérios de divisdo, muitas das vezes, sido incoerentes, causando identificagdes
incorretas e incertezas ao classificar os individuos, ja que alguns caracteres se
sobrepdem e acabam por prejudicar a distingdo das variedades (VALE, 2010).
Adicionalmente, levando-se em consideracdo que o fendtipo € resultante das
interacbes do gendtipo com o ambiente, dependendo das condigbes ambientais
submetidas, os individuos podem apresentar sua morfologia alterada, fato que
compromete ainda mais uma classificagdo baseada somente em caracteristicas

estruturais visiveis.
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Figura1: Detalhe da inflorescéncia de L. alba.

1.8 Importancia econdmica e variagao quimica em Lippia alba

As plantas medicinais tém sido um importante recurso terapéutico desde os
primordios da antiguidade até nossos dias. No passado, representavam a principal
fonte terapéutica conhecida. A partir de plantas descritas e usadas pelo
conhecimento popular, foram descobertos diversos medicamentos usados até hoje
pela medicina (GURIB-FAKIM, 2006).

Os representantes de Verbenaceae sao caracterizados por constituirem uma
importante flora dotada de oleos essenciais, possuindo varios quimiotipos
(CRAVEIRO, et al., 1981). A presenca de metabdlitos secundarios derivados de
rotas biossintéticas, constitui um importante marcador quimico, que facilita o
reconhecimento da espécie. Tais compostos possuem a fungdo de proteger as
plantas contra predadores e em condigdes adversas sua sintese pode ser
estimulada. A produgao desses metabdlitos esta intimamente associada ao
ambiente, as diferentes etapas de crescimento e desenvolvimento vegetal, as
condi¢cbes de estresses nutricional e/ou hidrico e as interagbes entre plantas e
planta-animal (SANTOS, 2000).
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L. alba, em especial, apresenta diversas atividades farmacolégicas e é
bastante utilizada na medicina popular, sendo cobicada por empresas de perfumaria,
industrias farmacéuticas e de defensivos agricolas, pelo fato de apresentar
atividades antifungica e inseticida (SANTOS-MENDES, 2001). Conhecida
regionalmente por erva-cidreira, falsa-melissa, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-
campo, salva-do-brasil, salva-liméo e erva-cidreira-brava, L. alba destaca-se dentro
do género por apresentar inUmeras propriedades medicinais. A forma de utilizagao
pode ser por meio de infusdes, tinturas, banhos, cataplasma e inalacdo (PIERRE,
2004).

Devido a grande variagdo de compostos quimicos em érgaos vegetativos em
L. alba, existe um grande interesse em se estudar a espécie fitoquimicamente, bem
como suas agdes terapéuticas (RICCIARDI, RICCIARDI e BANDONI, 2000). Os
constituintes quimicos mais comumente encontrados em L. alba sao: linalol, citral
(netral e geraniol), limonemo, carvona, cariofileno, B-mirceno, canfora, 1-8cineol,
germacreno e a-fencheno (SCHOCKEN, 2007). No entanto, a espécie € comumente
usada por pessoas que desconhecem sua procedéncia podendo comprometer a
saude do usuario, uma vez que a composi¢ao do vegetal influencia diretamente na

sua agéao.

1.9- Estudos cromossomicos em L. alba

O numero bésico da familia Verbenaceae permanece indefinido. Segundo
Sanders (2001), os diferentes numeros cromossémicos observados na familia
devem-se a aneuploidias ascendentes e descendentes que ocorreram naturalmente
entre as espécies, sugerindo como numero basico x=5. Para o género Lippia, 0
numero basico ainda é desconhecido uma vez que poucas espécies foram
estudadas até o momento. Contudo, informagdes citogenéticas de 28 espécies de
Lippia mostraram que o numero cromossOmico do género varia de 2n=20 para L.
rubella a 2n= 56 cromossomos para L. rotundifolia e L. lacunosa. Esta ampla

variagao numeérica, sugere que eventos de poliploidia podem ter ocorrido durante a
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evolugao de Lippia (VICCINI et al., 2006; CAMPOS, et al., 2011, SOUSA, TORRES
e VICCINI, 2012).

Em relacdo aos aspectos citogenéticos de L. alba em especial, o0 numero
cromossémico previamente relatado é de 2n=30 (BOSE e CHOUDHY, 1960).
Entretanto, Pierre (2004) ao estudar 3 diferentes acessos da espécie em questao,
observou dois numeros cariotipicos distintos além do numero ja relatado na
literatura, sendo um acesso com 2n=60, e um cit6tipo mixoploide com variacéao de
12 a 60 cromossomos. Adicionalmente, a autora observou que além da variagéao
gendbmica também havia diferengcas na composi¢cdo dos o6leos essenciais dos
diferentes quimiotipos (linalol, citral e carvona). Tais observacgdes sugeriram que esta
variagao nos constituintes quimicos tivesse uma relagao direta com os respectivos
numeros cromossOmicos de cada citétipo. Entretanto, apesar de néo ter havido um
controle das condicbes ambientais onde os acessos foram mantidos, Sousa et al.
(2009) ao estudar cinco acessos de L. alba constataram diferentes constituintes
quimicos em acessos que possuiam o mesmo nimero cromossémico (2n=30)

Com o intuito de incrementar o conhecimento cariotipico da espécie, Sousa et
al. (2009) realizaram técnicas de bandeamento C e DAPI/CMA, evidenciando um
padrao de heterocromatina centromérica e DAPI positiva. A técnica de hibridizagdo
in situ (FISH) também foi realizada por Brand&o et al. (2007), revelando 6 marcas
para sondas ribossomais 45S e mostrando que L. alba apresenta 6 regides
organizadoras de nucléolos (RONs) e 2 sitios de DNAr 5S. Em contrapartida, Sousa
et al. (2009) ao aplicar a técnica de bandeamento Ag-NOR, observou apenas quatro
marcas em metafases de todos acessos estudados e um nimero maximo de 4
nucléolos interfasicos, sugerindo com isso que um dos pares de RONs nesta
espécie seja inativo.

Vale (2010) investigando 32 acessos de L. alba, constatou uma grande
diversidade fenotipica entre acessos mantidos sob as mesmas condicbes de
ambiente, que poderia estar associada a ampla variagéo observada no tamanho do
genoma. A mesma autora observou acessos que possuiam até trés vezes mais DNA
que o genoma considerado diploide. Embora a autora tenha indicado possiveis
variagcbes no numero cromossOmico, sobretudo relacionadas as variagdes
encontradas no tamanho do genoma, investigagdes citogenéticas mais detalhadas
desta variagcdo nao foram realizadas e sdo de fundamental importancia para

compreender a evolugédo cromossdmica em Lippia alba.
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2 OBJETIVOS

2.1 - GERAL

O presente trabalho objetiva estudar citogeneticamente diferentes citotipos de
Lippia alba a fim de contribuir para o esclarecimento da evolucdo cariotipica da

espécie.

2.2 - ESPECIFICOS

. Caracterizar citétipos de Lippia alba portadores de diferentes numeros
cromossémicos por meio da morfologia cromossémica, bandeamento DAPI/CMA; e

hibridizagao fluorescente in situ (FISH) das regides de DNA ribossomal 5S e 45S;

. Avaliar o comportamento meidtico de cada citétipo, qualificando e

quantificando possiveis irregularidades encontradas em cadaacesso;

. Estudar a viabilidade polinica dos acessos e relaciona-la ao niumero

cromossdmico observado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Material Bioldgico

Para a escolha dos espécimes de L. alba a serem investigados, foi realizado
um screening dentre diferentes acessos oriundos de diversas partes do Brasil, a fim
de se identificar individuos com diferentes numeros cromossémicos. A partir de
informacdes prévias sobre a quantidade de DNA obtidas via citometria de fluxo
(VALE 2010) e da definicdo do numero cromossdmico dos individuos, seis acessos
representativos da variagcdo numérica observada foram aleatoreamente escolhidos.
Dos individuos investigados, foram utilizados dois acessos com média de 2,55 pg de
DNA (BGEN-95 e BGEN-96, numero de tombo 62382 CESJ, coletados em Santana
de S&o Francisco-SE); um acesso com 3,46 pg de DNA (BGEN-16, numero de
tombo 48395 CESJ, coletado em DF); um acesso com 3,85 pg de DNA (BGEN-28,
numero de tombo 48465 CESJ, coletado em Piracicaba, SP); um acesso com 4,84
pg de DNA (BGEN-64, coletado em Posse, GO) e um acesso com 6,90 pg de DNA
(BGEN- 42, coletado em Brasilia). Para aqueles individuos que ainda ndo possuem
registro aguarda-se o periodo fértil para a realizagédo do processo de tombamento de
exsicatas no herbario CESJ da UFJF.

Todos os acessos de L. alba foram mantidos em casa de vegetagdo na
Estacao Experimental de Plantas/ICB/UFJF a 28°C, fotoperiodo natural € 15min de
irrigacao diaria por aspersao. Os acessos foram mantidos em vasos plasticos de 10L

contendo mistura solo:Plantmax®:areia na proporgao 2:1:1.

3.2 Analises Citogenética
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3.2.1 Mitose

Meristemas radiculares para o preparo das |laminas foi obtido a partir de
estacas mantidas em sistema de hidroponia. Cerca de trés estacas dos acessos
BGEN-16, BGEN-28, BGEN-42, BGEN-64, BGEN-95 e BGEN-96 foram coletadas na
casa de vegetagao no periodo matinal, devidamente identificadas e depositadas em
recipientes contendo agua purificada sob o abrigo de luz. Aproximadamente uma
semana depois, raizes contendo cerca de um centimetro foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquiloneina (HQ) 3 mM. O tempo de bloqueio variou entre os diferentes
acessos, mas a maioria deles necessitou, aproximadamente, de 9 horas de
tratamento a 4°C para que os cromossomos se encontrassem com morfologia
adequada para as analises. Decorrido o periodo de bloqueio, as raizes foram
lavadas em agua purificada, devidamente fixadas em etanol e acido acético (3:1) e
entao armazenadas a -20°C por no minimo 24 horas.

Para a remocao da parede celular, os meristemas radiculares foram tratados
com solugao enzimatica Pectinase e Celulase (Onozuka®) nas concentragdes de
20% e 2%, respectivamente, por cerca de 5 horas a 37°C. As laminas foram
confeccionadas a partir da técnica de dissociagdo celular com secagem ao ar
(CARVALHO e SARAIVA, 1993, 1997).

3.2.2 - Morfometria cromossomica

Idiogramas e cariogramas de L. alba (BGEN-16, BGEN-28, BGEN-42, BGEN-
64, BGEN-95) foram confeccionados baseando-se na média de cinco metafases
segundo o critério de disposi¢gdo dos cromossomos em ordem decrescente do brago
curto. Os cromossomos foram medidos com o auxilio do software Image Pro-Plus
4.5 (Media Cybernetics) apds digitalizagdo das imagens obtidas via cAmera Olympus
DP72 em microscopio Olympus BX51. Foram calculados os comprimentos do bracgo
curto (bc); do braco longo (bl); comprimento total (ct); a raz&o entre os bracgos (r=

bl/lbc) e o indice centromérico (ic). Os homodlogos foram classificados em
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metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e telocéntricos (t)
(LEVAN, FREDGA e SANDERBERG, 1964).

Adicionalmente, foram calculados a assimetria de cada cromossomo (Ai) e o
grau de assimetria do cariétipo (A), de acordo com a expressao proposta por
Watanabe et al. (1999) em que A varia de 0 (completamente simétrico) a 1

(completamente assimétrico).

Ai=(bl-bc)/(bc+bl) e A=(1/n)3Ai

Para verificar as relagdes entre assimetria cariotipica e nimero cromossémico
assim como entre assimetria cariotipica e heterogeneidade cromossémica, foram
calculados os coeficientes de correlagao de Pearson (r) de acordo com a expressao.

< (=)@ - )
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3.2.3 - Bandeamento cromossomico DAPI/CMA;

Para a realizagcdo dos bandeamentos cromossémicos foram selecionadas
laminas contendo metafases bloqueadas de todos os acessos com no minimo 3 dias
de envelhecimento. A metodologia empregada baseou-se naquela descrita por
Schweizer (1976) com pequenas alteragées. Aproximadamente 30 pL de CMA;
(cromomicina A3) 0,5mg/mL foram adicionados nas regides de interesse da lamina,
que foram cobertas com laminula plastica e mantidas por uma hora em camara
escura. Apos a remogdo do excesso de corante com agua destilada, 30 pL de
distamicima foram adicionados e a lamina incubada no escuro por 30 minutos.
Posteriormente, o excesso de distamicina foi retirado com agua destilada, adicionando-
se em seguida 30uL de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol) 2ug/mL. Apds trinta
minutos de reagao, a lamina foi lavada em agua destilada e montada em meio antifade
(glicerol/DABCOQO) pH 8,0.
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As laminas foram armazenadas na auséncia de luz a 4°C por cerca de dez
dias. Por fim, seguiu-se a analise em microscoépio de epifluorescéncia Olympus
BX51 com os filtros UMWU2 (480 nm) para o DAPI e UMWB2 (360 nm) para o CMA.
No minimo 30 metafases de cada individuo foram avaliadas, e figuras informativas

foram fotografadas com o sistema de captura de imagem acoplado ao

microscopio com o software CellSens (Olympus™).

3.2.4 - Hibridizagcao Fluorescente in situ (FISH)

Para a realizagao da FISH, a regido de DNAr 5S foi amplificada com primers
especificos usando DNA gendmico de Zea mays como molde sendo os produtos do
PCR ligados ao vetor pGEM-T. A sequéncia de DNAr 45S foi obtida de espagadores
18S, 5.8S e 25S de Triticum aestivum (GERLACH e BEDBROOK, 1979). Bactérias
E. coli competentes Onminimax™ foram transformadas por eletroporacdo, no
aparelho Elektroporator 4307/2510 Mit Netzteil (Eppendorf™). Para isso, 1 yL da
solugcdo contendo os plasmideos vetores foi homogeneizada em uma aliquota com
40uL de E. coli competentes na cubeta de eletroporacdo. O mix foi submetido a um
pulso de 1900 voltz para permitir a passagem do DNA através da membrana celular.
As bactérias transformadas foram multiplicadas em meio de cultura LB contendo
ampicilina 100mg/L overnight a 37°C e 180 rpm. As regides de DNA ribossomal
foram extraidas com o kit GE Heathtare llustra™ PlasmidPrep MiniSpin e entdo
marcadas com digoxigenina por meio da reac&o de nick translation com o kit DigNick
(Roche®).

O processo de hibridizagéo foi adaptado de Jiang et al. (1995). As laminas
foram hidrolisadas em HCI 1M por dez minutos, desnaturadas por 1 minuto a 85°C e
entdo submetidas a desidratagdo em uma série alcoolica crescente. A mistura de
hibridizac&o (Tabela 1) contendo formamida deionizada 100%; 20xSSC pH7; sonda;
dextran sulfato 50% e agua foi desnaturada por dez minutos a 90°C e adicionada
nas laminas nas regides de interesse.

A hibridizacao foi realizada durante 48h a 37°C em camara umida. Os banhos

po6s-hibridizacao foram realizados em 2xSSC e 1xPBS. Para a deteccéao, anti-DIG
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conjugada com Rhodamina (Sigma®) foi adicionada as laminas junto com o reagente
de bloqueio 5XTNB buffer e agua. Apds a detecgéo, as laminas foram lavadas em
1XTNT e 1xPBS e montadas em 20 uL de Vectashield contendo DAPI®. As laminas
com os sinais DNAr 5S detectados foram re-hibridizadas com as sondas 45S e para
a distingdo dos sinais, as marcas 5S foram pseudocoloridas de verde com auxilio do
software CellSens® (Olympus).

A visualizacdo dos sinais foi realizada em microscopia de fluorescéncia
Olympus BX51. No minimo 30 metafases de cada individuo foram avaliadas para
cada sonda, e as imagens foram fotografadas com camera Olympus DP72 acoplada

ao microscoépio.

Tabela 1: Mistura de hibridizagao.

Reagente Quantidade

Formamida deionizada 100% 10 uL

Dextran sulfato 50% 4 uL

20 x SSC 2 L

Sonda 1L

Agua MILIQ 2 uL
3.2.5 Meiose

Para a analise meidtica, botdes florais de variados tamanhos foram coletados
no periodo da manha na EEP da UFJF, fixados imediatamente em solugéo fixadora
Carnoy (etanol e acido acético 3:1) e armazenados a -20°C por pelo menos 24
horas. As preparagdes citogenéticas foram realizadas segundo Viccini et al (2006)
com algumas adaptagdes. Apos o procedimento de fixagao, os botdes umedecidos
com acido acético 45%, foram abertos para a retirada das anteras, com auxilio de
microscépio estereoscopico e agulhas. Em seguida, as anteras foram transferidas
para um microtubo adaptado com tela de poliéster (60um de malha), onde foram
lavadas com agua destilada, e posteriormente, imersas em solugado enzimatica

Ultrazym (Novo Nordisk®) durante 6 horas a 30°C em banho-maria visando a
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remogao da parede celular. Decorrido o periodo de digestdo, as anteras foram
novamente lavadas com agua destilada, e o microtubo adaptado imerso em outro
volume de solugéo fixadora. As anteras foram imediatamente maceradas com um
estilete adaptado de modo que as células fossem recolhidas na solucéao fixadora. A
suspensao celular resultante foi centrifugada trés vezes a uma velocidade de 2500
rom durante quatro minutos, sendo observado ao final das centrifugacbes a
formagao de um pellet. Entre cada ciclo de centrifugagao, o fixador foi trocado. As
suspensoes celulares obtidas foram estocadas a -20°C por pelo menos 24 horas até
o momento de preparacdo das laminas.

As laminas obtidas foram confeccionadas de acordo com a técnica de
secagem ao ar (CAIXETA e CARVALHO, 2003), a partir de gotejamento de 3 a 4
gotas da suspensédo celular a uma distancia minima de 30 cm da lamina. Em
seguida, apos sua secagem, as laminas foram mergulhadas em solugao de acido
acético 45% por onze segundos para o clareamento do citoplasma e coradas com
Giemsa 5% em tampéo fosfato pH 6,8 por cerca de 4 minutos. Posteriormente, as
laminas foram lavadas duas vezes em recipientes contendo agua destilada para a
retirada do excesso de corante.

Além da técnica de secagem ao ar, também foi realizada a técnica de
esmagamento, pois trata-se de uma metodologia mais rapida para a quantificagao
de anormalidades meidticas. Neste procedimento, os botdes florais fixados foram
abertos com auxilio de agulhas para a retirada das anteras e estas foram maceradas
com bisturi para a expulsdo dos meidcitos. Em seguida, foi adicionada uma gota de
carmin acético 45% e o material foi esmagado entre |&mina e laminula. A I&mina
entao foi rapidamente flambada e selada com esmalte incolor.

Para a quantificagdo das fases e irregularidades meidticas, cerca de 100
células nos estagios de metafase |; anafase |; metafase Il; anafase Il e telofase |l
foram analisadas para cada acesso totalizando 4.424 meidcitos analisados.

Figuras representativas de cada irregularidade foram digitalizadas por meio
de uma camera Olympus DP72 de video acoplada ao microscopio, e digitalizadas

por meio do software Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics).
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3.3 Viabilidade polinica pelo teste de diacetato de fluoresceina - FDA

Para a avaliagdo de viabilidade polinica pelo teste de FDA (HESLOP-
HARRISON e HESLOP HARRISON, 1970), flores frescas coletadas no periodo
matinal foram abertas com agulhas para a retirada das anteras e estas foram
dissecadas para a liberagdo dos pdélens. Em seguida, uma gota de solugido de
fluoresceina diacetato dissolvida em acetona 2mg/mL combinada com sacarose
10% foi adicionada aos graos. O material biolégico foi comprimido entre 1amina e
laminula e selado com esmalte incolor. Em seguida, cerca de 1000 pdlens foram
analisados para cada acesso em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX 51.
Pdélens com fluorescéncias intensas foram considerados viaveis, enquanto os graos

que néo fluoresceram foram considerados estéreis.

3.3.1 Relagao entre diametro e viabilidade polinica

Para relacionar o diametro dos pélens e a viabilidade, foram confeccionadas
ldminas contendo pdlens corados com FDA e as medidas do didametro foram
tomadas da seguinte maneira: 50 pélens viaveis (FDA") e 50 inviaveis (FDA") foram
mensurados em pelo menos cinco campos diferentes. Em cada campo foram
mensurados no maximo dez graos viaveis e dez graos inviaveis. Cem polens tiveram
seus didmetros avaliados para os acessos de Lippia alba em estudo. Em seguida,
empregou-se o feste T de Student para a comparagdo das médias dos diametros
dos polens viaveis e inviaveis (p<0,05). Para os acessos com dados homocedasticos

foi usada a seguinte expressao:

T = N1 — N, m+= média dos pdlens viaveis;
S T N T my = média dos pélens inviaveis;
]nl n, ns = nimero amostral de pdélens viaveis;

n2 = numero amostral de pdlens inviaveis;
S = variancia.
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(m — 1)51 + (nz — 1)52

S=F
o ni+n;—2

Para os acessos com dados heterocedasticos foi usada a expressao:

Ni1 — N2

5. S
Jm+m
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4 RESULTADOS

4.1- Morfometria cromossomica

A contagem cromossémica realizada para os acessos revelaram cinco
diferentes numeros cromossémicos (2n=30, 2n=60, 2n=38, 2n=45 e 2n=90), sendo
os trés ultimos niumeros observados pela primeira vez para a espécie. As medidas
cromossbmicas realizadas para os diferentes citdétipos mostraram cariétipos
simétricos com a maioria dos cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. O
individuo com 2n=30 cromossomos, apresentou 11 cromossomos metacéntricos e 4
submetacéntricos (cromossomos I, VIII, X, XV) (Tabela 2, Figura 2). Este individuo

apresentou a maior simetria cariotipica, com A=0,18 (Tabela7).

Tabela 2: Dados morfométricos do citétipo de L. alba com 2n=30 cromossomos

Crom. bc bl Tamanho Razéo ic Tamanho Classificagao
absoluto (bl/bc) Relativo
I 1,28 1,52 2,80 1,18 45,71 9,33 m
I 0,97 1,74 2,71 1,79 35,79 9,03 sm
1 0,85 1,00 1,85 1,17 45,94 6,16 m
v 0,85 0,97 1,82 1,14 46,70 6,06 m
\Y% 0,81 1,31 2,12 1,61 38,20 7,06 m
VI 0,81 1,03 1,84 1,27 44,02 6,13 m
Vil 0,79 1,21 2,00 1,53 39,40 6,68 m
Vil 0,78 1,82 2,60 2,31 30,13 8,68 sm
IX 0,74 1,03 1,77 1,40 41,64 5,88 m
X 0,73 1,31 2,04 1,79 35,78 6,80 sm
Xl 0,73 1,20 1,93 1,64 37,82 6,43
Xl 0,73 0,97 1,70 1,32 42,94 5,66
Xl 0,73 0,81 1,54 1,10 47,40 5,13
XIV 0,64 0,88 1,52 1,37 42,10 5,06
XV 0,61 1,15 1,76 1,88 34,65 5,86 sm

bc=brago curto; bl=brago longo; ic=indice centromérico.
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Figura 2: Metafase e cariograma do citétipo de L. alba com 2n=30 cromossomos. Barra=5um.

O citétipo com 2n=38,foi o individuo que apresentou o cariétipo mais atipico,
com trissomias, tetrassomias e pares de homodlogos. Os homdlogos extras
(formando as trissomias e tetrassomias) foram agrupados nos cromossomos llI, 1V,
V, IX, Xl e Xll, tendo este citdétipo a férmula cariotipica 5m+9sm+1st (Tabela 3,
Figura 3). Com relacido ao grau de assimetria, o citétipo apresentou 0,31 de
assimetria cariotipica e 4,67 de heterogeneidade cromossémica (Tabela 7).

As metafases do acesso com 2n=45 cromossomos também evidenciaram a
maioria dos cromossomos submetacéntricos: 2m+13sm, sendo este cittipo o mais
assimétrico com A=0,36 e Ai=5,43, semelhante aos indices observados para o
hexaploide (A=0,36 e Ai=5,42), que possui 1m+14sm (Tabelas 4 e 6, Figuras 4 e 6).
Ja o individuo com 2n=60 cromosomos revelou 8 cromossomos metacéntricos e 7
submetacéntricos, com assimetria cariotipica correspondente a A=0,24 e a
heterogeneidade cromossémica Ai=3,73 (Tabelas 5 e 7, Figura 5).

Adicionalmente, foi observada uma correlagao positiva entre a assimetria
cariotipica e uma possivel ordem de surgimento dos citétipos (Figura 7). Neste caso,
os individuos que apresentaram os cariétipos mais assimétricos teriam surgido
posteriormente em relacdo aqueles com cariétipos mais simétricos. Também foi
observada correlagao entre a heterogeneidade cromossdmica de cada citétipo com

sua assimetria cariotipica (Figura 8).
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Tabela 3: Dados morfométricos do citétipo de L. alba com 2n=38 cromossomos.

Crom. bc bl Tamanho Razao ic Tamanho Classificagao
absoluto (bl/bc) Relativo
I 0,85 1,98 2,83 2,32 30,03 10,38 sm
I 0,76 1,91 1,67 1,19 45,50 6,12 m
m 0,70 1,36 2,07 1,92 34,13 7,59 sm
\Y 0,68 1,09 1,77 1,59 38,59 6,51 m
\Y% 0,64 1,25 1,89 1,94 33,95 6,94 sm
\ 0,61 1,60 2,22 2,60 27,70 8,14 sm
Vil 0,61 0,98 1,59 1,59 38,55 5,85
VI 0,61 0,67 1,28 1,09 47,45 4,69
IX 0,60 1,27 1,88 2,11 32,09 6,89 sm
X 0,59 1,24 1,83 2,11 32,15 6,73 sm
Xl 0,56 1,11 1,67 1,97 33,59 6,15 sm
Xl 0,55 1,25 1,79 2,32 30,08 7,24 sm
XMI 0,54 1,25 1,79 2,32 30,08 4,58 sm
XV 0,51 0,76 1,27 1,49 40,15 4,66 m
XV 0,36 1,12 1,48 3,12 24,24 5,44 st

bc=braco curto; bl=brago longo; ic=indice centromérico.
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Figura 3: Metafase e cariograma do citétipo de L. alba com 2n=38 cromossomos. Barra=5um.
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Tabela 4: Dados morfométricos do citétipo de L. alba com 2n=45 cromossomos.

Crom. bc bl Tamanho Razao ic Tamanho Classificagao
absoluto (bl/bc) Relativo
I 0,73 1,54 2,27 2,10 32,25 8,26 sm
I 0,69 1,17 1,86 1,70 37,03 6,77 sm
m 0,68 1,11 1,79 1,61 38,21 6,53 m
\Y 0,67 1,62 2,30 2,39 29,42 8,36 sm
\Y% 0,63 1,76 2,40 2,77 26,49 8,74 sm
\ 0,61 1,43 2,04 2,34 29,85 7,43 sm
Vil 0,59 1,22 1,82 2,05 32,78 6,62 sm
VI 0,58 1,40 1,98 2,38 29,53 7,22 sm
IX 0,58 1,04 1,63 1,78 35,95 5,93 sm
X 0,54 1,21 1,75 2,25 30,74 6,39 sm
Xl 0,53 1,12 1,65 2,12 31,99 6,02 sm
Xl 0,50 0,73 1,23 1,45 40,81 4,48 m
XMI 0,46 1,11 1,57 2,37 29,59 5,73 sm
XV 0,44 1,11 1,55 2,50 28,54 5,65 sm
XV 0,40 1,20 1,60 3,00 25,00 5,82 sm

bc=braco curto; bl=brago longo; ic=indice centromérico.
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Figura 4: Metafase e cariograma do citétipo de L. alba com 2n=45 cromossomos. Barra=5um.
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Tabela 5: Dados morfométricos do citétipo de L. alba com 2n=60 cromossomos.

Crom. bc bl Tamanho Razao ic Tamanho Classificagao
absoluto (bl/bc) Relativo

I 1,28 1,81 3,09 1,41 41,42 8,98 m
I 1,16 1,55 2,71 1,33 42,80 7,87 m
m 1,12 1,89 3,02 1,68 37,25 8,77 m
\Y 1,03 1,61 2,64 1,56 38,94 7,68 m
\Y 0,94 1,06 2,00 1,12 47,00 5,81 m
\ 0,91 2,07 2,98 2,27 30,53 8,66 sm
Vil 0,86 1,31 2,17 1,51 39,77 6,32 m
VI 0,82 1,46 2,28 1,78 35,96 6,62 sm
IX 0,78 1,13 1,91 1,43 40,99 5,56 m
X 0,75 1,56 2,31 2,07 32,51 6,73 sm
Xl 0,70 1,58 2,28 2,25 30,70 6,62 sm
Xl 0,68 1,52 2,21 2,22 30,99 6,42 sm
XMI 0,67 1,15 1,83 1,71 36,88 5,31 sm
XV 0,64 1,12 1,76 1,75 36,36 5,11 sm
XV 0,63 1,91 1,54 1,43 41,10 4,49 m

bc=braco curto; bl=brago longo; ic=indice centromérico.
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Figura 5: Metéfese e cariograma do citétipo de L. alba com 2n=60 cromossomos. Barra=5um.



Tabela 6: Dados morfométricos do citétipo de L. alba com 2n=90 cromossomos.
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Crom. bc bl Tamanho Razao ic Tamanho Classificagao
absoluto (bl/bc) Relativo
I 0,70 1,26 1,96 1,79 35,76 8,73 sm
I 0,64 1,07 1,72 1,66 37,50 7,63 m
i 0,55 1,22 1,78 2,19 31,27 7,92 sm
v 0,53 1,31 1,85 2,47 28,73 8,21 sm
\Y 0,51 1,23 1,75 2,38 29,53 7,79 sm
VI 0,51 1,06 1,57 2,07 32,52 6,98 sm
Vi 0,51 0,91 1,42 1,78 35,91 6,30 sm
VIl 0,46 0,89 1,36 1,94 33,94 6,03 sm
IX 0,45 0,81 1,26 1,77 36,05 5,62 sm
X 0,42 1,13 1,55 2,69 27,09 6,88 sm
Xl 0,40 1,00 1,40 2,50 28,53 6,22 sm
Xl 0,40 1,25 1,66 3,09 24,44 7,38 sm
Xl 0,36 0,92 1,28 2,56 28,05 5,69 sm
XV 0,35 1,00 1,40 2,50 28,53 6,22 sm
XV 0,33 0,72 1,05 2,17 31,53 4,66 sm
bc=braco curto; bl=brago longo; ic=indice centromérico.
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Figura 6: Metafase e cariograma do citétipo de L. alba com 2n=90 cromossomos. Barra=5um.



Tabela 7: Assimetria cariotipica (A); grau de heterogeneidade cromossémica (Ai) € nUumero

cromossémico de cinco citétipos de L. alba.

Acessos A Ai N° crom
BGEN-95 0,18 2,87 2n=30
BGEN-16 0,31 4,67 2n=38
BGEN-28 0,36 4,53 2n=45
BGEN-64 0,24 3,73 2n=60
BGEN-42 0,36 4,52 2n=90
0,4
0,35
0,3
0,25
A 02
0,15
0,1
0,05
0 T T T 1
30 60 45 38 90
Numero cromossomico
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Figura 7: Correlagao entre assimetria cariotipica (A) e o numero cromossdmico de cinco citétipos de

Lippia alba.
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0,19 0,25 0,31 0,36 0,36

Figura 8: Correlagao entre heterogeneidade cromossémica e assimetria cariotipica (A) em cinco
citétipos de Lippia alba.

4.2- Bandeamento cromossomico DAPI/CMA;

Em L. alba, no citétipo com 2n=30 foi possivel observar 6 marcas CMA
positivas, sendo quatro localizadas nos bragos longos (bl) e duas presentes no brago
curto (bc), todas situadas na porgdo terminal (Figura 9a,). Ja o citétipo com 38
cromossomos, BGEN-16, foi possivel observar 11 regibes CMA®, sendo 8 sitios
localizados na constricdo secundaria e 3 subterminais, em bracos curtos préximos
aos teldbmeros (Figura 9b,). No acesso com 45 cromossomos, foi possivel notar a
presenga de 12 bandas CMA®, sendo 9 terminais, (6 bl e 3 bc) e 3 cromossomos
com sitios subterminais no brago curto (Figura 9c,). No individuo com 60
cromossomos, foram encontrados 12 sitios CMA®, sendo que destes, 8 estdo
localizados nas porgbdes terminais dos cromossomos e 4 localizados na regido
subterminal, todos em bc (Figura 9d,). No citétipo com 2n=90, foi possivel observar

10 marcas ricas em CG, todas terminais (Figura 9e).
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Figura 9: Bandeamento cromossémico DAPI/CMA dos citétipos de L. alba com 2n=30 (a4, a2, as); 38
(b1, b2, b3); 45 (c1, c2, €3); 60 (d4, d2, d3) e 90 (e1, e2, e3) cromossomos. Setas brancas: sitios terminais,
setas vermelhas sitios subterminais. Barra=5um.
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4.3- Hibridizagao Fluorescente in situ (FISH)

Com relagdo aos genes ribossomais 5S e 45S, o citétipo com 2n=30
apresentou 2 sitios subterminais de DNAr 5S localizados no brago curto dos
cromossomos e 6 sitios positivos para a regiao ribossomal 45S, todas localizadas na
porgcao terminal dos cromossomos, sendo dois pares situadas nos bragos longos e
apenas um par no braco curto (Figuras 10a e 11). Para o individuo com 2n=38
cromossomos, foi possivel observar 3 regides de DNAr 5S subterminais nos bragos
curtos e 8 sitios de DNAr 45S, nos quais 2 estdo presentes em bragos longos e 6 em
bracgos curtos (Figuras 10b e 12). Ja o citétipo com 2n=45 apresentou 3 homdlogos
com as regides 5S subterminais nos bragos curtos, e 9 sitios 45S, sendo 6 situados
em bragos longos e 3 em bracos curtos (Figuras 10c e 13). No acesso com 2n=60
Cromossomos, por sua vez, foram encontrados 4 cromossomos com as regides dos
genes ribossomais 5S e 8 sitios 45S positivos, todos nos bragos curtos (Figuras 10d
e 14). Por fim, o individuo com 90 cromossomos, apresentou 6 marcas de DNAr 5S
subterminais todas nos bragos curtos dos cromossomos, como o observado nos
demais citétipos, e 10 marcas 45S terminais, 4 delas localizadas em bragos longos e

6 em bracgos curtos (Figuras 10e e 15).
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Figura 10: Hibridizagao fluorescente in situ nos citétipos de L. alba com 2n=30 (a); 2n=38 (b); 2n=45
(c); 2n=60 (d) e 2n=90 (e). Sinais em verde correspondem a regido 5S e sinais em vermelho a regido
458S. Barra=5um.
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Figura 11: Cariograma e idiograma evidenciando as marcas CMA" e os sitios ribossomais do citétipo
de L. alba com 2n=30 cromossomos. Barra=5um.
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Figura 12: Cariograma e idiograma evidenciando as marcas CMA" e os sitios ribossomais do citétipo
de L. alba com 2n=38 cromossomos. Os numeros acima dos cromossomos representam a
quantidade de homoélogos positivos para CMA e os genes ribossomais. * e + representam grupos com
3 e 4 homodlogos, respectivamente. Barra=5um.
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Figura 13: Cariograma e idiograma evidenciando as marcas CMA" e os sitios ribossomais do citétipo
de L. alba com 2n=45 cromossomos. Barra=5um.
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Figura 14: Cariograma e idiograma evidenciando as marcas CMA" e os sitios ribossomais do citétipo
de L. alba com 60 cromossomos. Os nimeros acima dos cromossomos representam a quantidade de
homoélogos positivos para o CMA e os genes ribossomais. A seta indica heteromorfismo no

cromossomo X. Barra=5um.
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Figura 15: Cariograma e idiograma evidenciando as marcas CMA" e os sitios ribossomais do citétipo
de L. alba com 90 cromossomos. Os numeros acima dos cromossomos representam a quantidade de
homoélogos positivos para o CMA e para os genes ribossomais. A seta indica heteromorfismo para o
cromossomo |l. Barra=5pm.
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Na tabela 8, a seguir estdo sumarizadas de forma comparativa as informagdes
cariotipicas obtidas neste trabalho com aqueles relatados na literatura (PIRRE,
2004; BRANDAO et al., 2007; PIERRE, 2008; SOUSA et al., 2009).

Tabela 8: Informagdes cariotipicas de cinco citétipos de L. alba.

Acessos de Lippia alba

2n=30 2n=38 2n=45 2n=60 2n=90
Formula 6m+9sm®@ 5m+9sm+1st® 2m+13sm™ 15m+14sm+ 1m+14sm®®
cariotipica 10m+5sm'‘® 1ac®
10m+5sm®
11m+4sm® 8m+7sm®
Sitios CMA" 6@ 11 12 6© 10
6 12
Sitios DAPI®  Centromérica, Pericentromérica
telomérica® e proximal ©©
Sitios DNAr 6 © 8® 9e) 10 © 10©
458 6® 8®
6
Sitios DNAr 20 3@ 3@ 4@ 6
5s 2(9)
Bandas C Centromérica'®
Centromérica®
RON 4@ 8

Informacdes relatadas por @ Pierre 2004; ® BrandZo et al., 2007; © Pierre 2008; ¥ Sousa, et al.,
2009; ©® Dados obtidos no presente trabalho. RON: Regido organizadora de nucléolos.

4.4 Analise Meiodtica

Para a quantificagado das irregularidades meioticas, meidcitos nas fases de
metafase |, anafase |, metafase ll, anafase |l e teléfase Il foram avaliadas para todos
0s 6 acessos investigados, somando 4.426 células analisadas. Os individuos com
2n=30 cromossomos (BGEN-95 e BGEN-96) apresentaram 95,66% e 63,47% de
células normais respectivamente, sendo o ultimo acesso caracterizado por possuir
mais irregularidades na fase de teléfase Il. Neste espécime foi observado grande
quantidade de diades e triades (Tabela 9; Figura 16g).

O individuo com 2n=38 cromossomos apresentou cerca de 62% de
irregularidades durante a divisdo, correspondendo a 426 células anormais de 686

meidcitos analisados, inclusive com a formagao de univalentes e trivalentes na
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diacinese (Tabela 9; Figura 17b). No individuo com 45 cromossomos, 60% das
células analisadas apresentaram comportamento aparentemente normal durante a
microsporogénese, sendo a fase de teléfase Il a mais irregular (11% de
anormalidade, Tabela 9). Também foram observados erros durante o pareamento de
homologos na profase |, com presenca de univalentes, bivalentes e trivalentes em
diacinese (Figura 17c). No citétipo com 60 cromossomos, cerca de 40% dos
meidcitos resultariam em gametas anormais, com excesso de cromossomos em
alguns gametas e caréncia em outros. Tais falhas de pareamento também foram
ressaltadas no individuo com 90 cromossomos, o qual apresentou univalentes,
multivalentes, e cadeias cromossémicas durante o estagio de diacinese (Figura
17e). Neste citétipo, aproximadamente 50% dos meidcitos analisados foram
considerados anormais (Tabela 9).

Dentre as irregularidades meidticas observadas, destacam-se a presenca de
cromossomos tardios nas metafases e atrasados em anafases, pontes

cromossémicas, presenga de triades e poliades dentre outras (Figura 16).
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Figura 16: Anormalidades meioticas em cinco citotipos de L. alba. a) metafase | com cromossomos
adiantados; b) anafase | com ponte cromossdmica (seta branca); c) e d) anafase | com cromossomos
perdidos; e) e f) metafase Il com perda cromossdmica; g) triade; h) tétrade com perda cromossomica;
i) poliade. Barra=5um.
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Figura 17: Pareamento de homdlogos em diacinese dos citétipos de L. alba com: a) 2n=30 ; b)
2n=38; c) 2n=45; d) 2n=60 e e) 2n=90 cromossomos. Setas pretas: univalentes; setas brancas:
multivalentes; *: cadeia cromossémica. Barra=5um.

4.5 - Analises de viabilidade polinica e do diametro dos graos de pdlens

A partir da coloragdo com FDA, também chamada de técnica de FCR (Fluoro
Chromatic Reaction) foi possivel estimar a viabilidade dos pdlens em todos os
acessos trabalhados. Nos acessos com 2n=30 (BGEN-95 e BGEN-96) foi possivel
notar maior numero de gréos viaveis com aproximadamente 70 e 75% de gréos
FDA" respectivamente (Tabela 11; Figura 18). O acesso com 38 cromossomos
apresentou apenas 34,18% de pdlens vidveis, com a maioria de grdos FDA™ (Tabela
11). O acesso com 45 cromossomos apresentou aproximadamente 60% de
inviabilidade gamética, enquanto que o acesso com 60 cromossomos apresentou
aproximadamente 70% de graos apropriados a fecundagao (Tabela 11). O individuo
com 2n=90 apresentou baixa viabilidade polinica e apenas 25% dos graos de pdlens
produzidos estariam aptos para a fecundagao (Tabela 11).

Adicionalmente, os didmetros de pdlens viaveis e inviaveis foram mensurados
para estimar uma possivel correlagdo com a viabilidade como descrito por Kelly,
Rasch e Kalisz (2002). De acordo com o teste de Student (p=0,05), houve diferenca

significativa entre as médias dos podlens viaveis e a média dos pdlens inviaveis
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(Figura 19), sendo os graos aptos a fecundagdo maiores que o0s graos inviaveis

cerca de 10 ym em média.
Em adigdo, foi possivel observar que a quantidade de polens viaveis (FDA")
foi diretamente proporcional ao indice de regularidade meiética em todos os citétipos

analisados exceto para os acessos BGEN-64 e BGEN-96 (Figura 20).

Tabela 10: Viabilidade polinica pelo teste FDA para seis acessos de Lippia alba.

NuUmeros cromossémicos (2n)

30 30 38 45 60 90

Viaveis 1091 784 351 428 675 239

Invidveis 487 255 676 611 350 920
Total 1578 1039 1027 1039 1025 1249
Viabilidade (%) 69,14 75,45 34,18 41,20 65,85 26,74
MDPV 31,51 40,05 43,64 46,8 42,10 43,40
MDPI 23,71 30,35 29,18 36,67 31,64 30,21

MDPYV = média do diametro de pdlens viaveis; MDPI = média do didmetro de pdlens inviaveis em p.

Figura 18: a) Figura ilustrativa do teste de FDA (as setas indicam pdlens viaveis), barra=100um; b)
detalhe de grdos de pdlens viaveis (fluorescentes) e inviaveis (ndo fluorescentes); c) a seta indica

polen gigante. Barra=5um.
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Figura 19: Média do didmetro dos gréos de pdlens viaveis e inviaveis para seis acessos de Lippia
alba.
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Figura 20: Relacao entre a meiose e viabilidade polinica em seis acessos de Lippia alba.
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5 DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados, é notavel a grande diversidade
genbmica e cariotipica encontrada em L. alba. A presenca de citdtipos com
diferentes numeros cromossémicos permite levantar a hipotese da formacao de um
complexo poliploide originado naturalmente, uma vez que, todos os acessos
estudados procedem de ambientes naturais, sem manipulagdo ou interferéncia
antropica. Embora seja uma espécie medicinal de destaque dentro do género Lippia
e muito estudada do ponto de vista quimico, este constitui o primeiro relato
detalhado desta variagdo. E possivel que cruzamentos e poliploidizagdes tenham
ocorrido espontaneamente, e que individuos com menor nidmero cromossémico
(2n=30) tenham gerado os demais citétipos. No entanto vale a pena ressaltar que
em L. alba, o citétipo com 30 cromossomos primeiramente relatado por Bose e
Choudhy em 1960 e considerado diploide, provavelmente também foi originado por
meio de poliploidia (paleopoliploide), com atual comportamento diploidizado, uma
vez que trabalhos realizados com diferentes espécies do género sugerem que o
numero cromossOmico basico para Lippia seja X=5 (SANDER, 2001; VICCINI et al.,
2006; CAMPOS et al., 2011; SOUSA et al. 2012). Como nao ha evidéncias até o
momento do grau de paleopoliploidia dos individuos com 2n=30, a fim de
parametrizar a discussao dos dados aqui apresentados este numero cromossémico
sera referenciado como diploide e todos os demais numeros como derivados desta
combinacao cromossémica.

Em plantas, a presenca de diferentes citétipos pode estar ligada a uma
adaptacdo imposta pelo ambiente onde eles ocorrem. Tais variacGes
intraespecificas também podem ser encontradas em populagdes naturais de
Andropogon gerardii, Poaceae (KEELER e DAVIS, 1999); Paspalum quadrifarium,
Poaceae (SPERANZA, VAIO e MAZZELLA, 2003); Senecio carniolicus, Asteraceae,
(SUDA et al., 2007); Solidago altissima, Asteraceae (HALVERSON, et al. 2008);
Medicago sativa, Fabaceae (HAVANANDA, BRUMMER e DOYLE, 2011); Turnera
sidoides, Turneraceae (KOVALSKY e NEFFA, 2012); Phragmites australis, Poaceae
(NAKAGAWA, OHKAWA e KANEKO, 2013) dentre outras e podem nao constituir um

evento totalmente isolado na evolugéo dos vegetais. No entanto, apesar de existir
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um numero consideravel de complexos poliploides descritos, alopoliploides
constituem a maior parte de poliploides formados (PARISOD, HOLDEREGGER e
BROCHMANN, 2010), o que faz de L. alba, um caso importante a ser estudado.
Dentre as possibilidades de se investigar morfotipos, a analise do conjunto
cromossémico bem como a viabilidade da meiose, gametas e sementes constituem
dados imprescindiveis para a caracterizagdo e compreensdo da dinamica
estabelecida entre os diferentes citétipos e sua formagao (LEVAN, 2002).

Descricbes cariotipicas de complementos cromossdmicos fundamentam
aspectos para a taxonomia e estudo de evolugdo cromossdmica entre espécies
relacionadas (STEBBINS, 1971). No género Boronia, por exemplo, informacdes
sobre comprimentos cromossémicos; numero fundamental (NF); assimetria
cariotipica e posicdes de sitios especificos em metafases, como constricoes
secundarias e genes ribossomais 5S e 45S permitiram detectar rearranjos
cromossémicos e inferir sobre a evolugao do grupo (VAZELA, et al., 2002; SHAN,
YAN e PLUMMER, 2003).

Em L alba relatos prévios da morfometria cromossdmica ja foram realizados
para acessos com 2n=30 e 2n=60 por Pierre et al. (2011). Os autores descreveram 6
cromossomos metacéntricos e 9 submetacéntricos para o acesso diploide (2n=30), e
em contrapartida, 15 metacéntricos, 14 submetacéntricos e um par acrocéntrico para
o tetraploide. Contudo, em um estudo anterior Sousa et al. (2009) classificaram os
15 pares do citétipo diploide como sendo 10 metacéntricos (1-10) e 5
submetacéntricos (11-15). No presente trabalho, os dados morfométricos diferem
das informagdes anteriores, pois o citétipo com 2n=30 apresentou 11 pares
metacéntricos e 4 submetacéntricos, enquanto que 8 cromossomos metacéntricos e
7 submetacéntricos foram classificados no citétipo tetraploide. Esta contrariedade
morfométrica entre os relatos da literatura e os dados atuais reflete a variacao
cariotipica e gendbmica na espécie. Além disso, pode ser uma evidéncia de que
rearranjos e alteragdes estruturais estejam ocorrendo e ocasionando diferengas na
classificagcdo morfométrica dos cromossomos. No cariograma do acesso com 30
cromossomos, evidéncia destes rearranjos pode ser notada, observando-se, por
exemplo, o par de homodlogos VIII, onde se visualiza uma possivel delegdo no brago

longo de um dos homologos. Deve-se acrescentar, todavia que devido a simlaridade
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entre os cromossomos, pequenas diferencas nas medidas podem levar a
classificagbes diferentes entre os cariogramas.

Pela primeira vez foi observado o cariétipo de um individuo triploide (2n=45) e
de um individuo aneuploide com 2n=38 cromossomos, que apresentou
agrupamentos incomuns devido ao excesso de alguns cromossomos que constituem
seu cariotipo. Este padrédo pode ser explicado por cruzamentos entre citotipos, em
que o individuo formado apresenta coépias extras de cromossomos herdados de
parentais com ploidias diferentes (KEELER e DAVIS, 1999). Em Lippia alba é
possivel que cruzamentos entre os citétipos diploide e triploide (n=15 + n=23)
tenham resultado na formacdo de um citétipo intermediario com aneuploidias
envolvendo seis cromossomos (llI, IV, V, IX, XI e XIIl). Com relacéo ao individuo
triploide, a presenca de apenas 2 cromossomos metacéntricos e 13
submetacéntricos sugere ocorréncias de rearranjos cromossdmicos posteriores aos
eventos que |he deram origem, se considerarmos o conjunto haploide original
(2n=2x=30) aqui estudado como referéncia, uma vez que o mesmo possui 11 pares
de cromossomos metacéntricos e 4 submetacéntricos. Possivelmente, perdas de
segmentos cromossOmicos e translocagdes ocorridas ao longo do tempo originaram
0s 9 cromossomos submetacéntricos encontrados neste individuo. Estas possiveis
modificagbes gendmicas foram mais evidentes nos citétipos com maiores niveis de
ploidias.

As informacbdes obtidas a partir das medidas morfométricas do citétipo
tetraploide (2n=60) apontam para uma possivel dele¢cdo do brago longo ou
translocagao nao reciproca em um dos homoélogos do cromossomo X, uma vez que
este apresenta uma consideravel reducao em seu comprimento. Considerando os
grupos cromossdmicos aqui investigados, esta mesma alteragdo estrutural foi
observada no individuo com 90 cromossomos. Neste acesso, 2 homoélogos
apresentaram redugdo do brago longo no cromossomo Il. A técnica de FISH
corrobora os dados da morfometria cromossdmica uma vez que um dos
cromossomos com a marca 5S apresentou-se menor que os demais. No entanto,
embora a mesma alteragao estrutural esteja presente em ambos os citétipos nos
cromossomos portadores do gene ribossomal 5S, é possivel que os eventos tenham
ocorrido independentemente, ja que se trata de citétipos alopatricos (o acesso com

2n=60 foi coletado em Goias e o0 acesso com 2n=90 coletado em Brasilia).
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Embora nido tenhamos informacdes com relagdo ao tempo em que estes
possiveis cruzamentos tenham ocorrido, as analises de simetria cariotipica e
heterogeneidade cromossémica corroboram de certa forma as informacées da
literatura de que, em geral ha aumento da heterogeneidade cromossémica e da
assimetria cariotipica com o aumento do nivel de ploidia (STEBBINS, 1971; LIU et
al., 2006; SOUSA et al., 2012) . Esta relagcao, contudo, nem sempre € verdadeira.
Em um estudo realizado com espécies de Boronia, por exemplo, os autores
constataram que as espécies com menor nimero cromossdmico apresentavam
maior indice de assimetria cariotipica e seriam derivadas de espécies com numero
somatico superior, sendo as disploidias descendentes o principal mecanismo de
evolucéo no género (SHAN, YAN e PLUMMER, 2003). Em L. alba, o individuo com
30 cromossomos mostrou ser o caridtipo mais simétrico, com grande parte do
conjunto haploide representado por cromossomos metacéntricos, embora o
tetraploide também tenha apresentado um alto grau de simetria cromossémica. Nos
citétipos com 38, 45 e 90 cromossomos foi observado um indice mais elevado de
assimetria, que pode estar relacionado com uma formagado mais recente destes
individuos se comparado com os diploides e tetraploides. Um dado que corrobora
esta hipotese € o fato de que entre os 90 acessos pertencentes a colegao da UFJF,
cerca de 80% possuem 2n=30 ou 60 cromossomos. Caridtipos mais primitivos sao
mais simétricos se comparado com cariotipos mais derivados e recentes, ja que o
acumulo de alteragdes cromossémicas ao longo da histdria evolutiva gera cariotipos
mais divergentes (STEBBINS 1971; SHAN, YAN e PLUMMER, 2003; PERUZZI,
LEITCH e CAPARELLI, 2009; VIANA e SOUZA, 2012).

Outra ferramenta util para se inferir sobre a evolucao cariotipica de uma
espécie envolve a observagdo do padrdo de bandas cromossdmicas e de sitios
especificos, como as regides dos genes ribossomais 5S e 45S. Dentre os
bandeamentos cromossémicos mais utilizados em plantas, destacam-se o
bandeamento C, a coloracdo com nitrato de prata e os bandeamentos base-
especificos com fluorocromos (WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2008; MEYER, HOOT
e ARROYO, 2010).

Em L. alba, o bandeamento DAPI/CMA revelou numeros de marcas variaveis
nos diferentes acessos, como o esperado, ja que trata-se de uma espécie com

grande plasticidade genémica e cariotipica. Em Citrus, por exemplo, uma grande
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variabilidade cariotipica também foi observada através do perfil de bandas CMA* em
17 acessos de mandarins (Citus spp.) e segundo os autores, tais polimorfismos
demostram a diversidade do grupo (YAMAMOTO E TOMINAGA, 2003).

Em L. alba, o espécime diploide apresentou 6 bandas CMA®, confirmando os
relatos prévios da literatura (SOUSA, 2006; PIERRE, 2008; SOUSA et al., 2009).
Entretanto, ndo foram observadas bandas DAPI® para este citdtipo nas regibes
centroméricas como descrito por Sousa et al. (2009). Bandas DAPI intersticiais sao
encontradas preferencialmente em regides repetitivas ricas em AT, e podem estar
relacionadas ao mecanismo de expansao de microssatélites e retrotransposicéo de
repeticoes curtas (BOGUNIC et al.,, 2011). Obervagdes anteriores sobre o citétipo
tetraploide, relataram apenas 6 regides CMA® (PIERRE 2008). Além disso,
sequéncias DAPI® foram observadas em regibes teloméricas e préximas aos
centrdmeros, similares ao padrdo de bandeamento C realizado pela mesma autora.
Segundo Schweizer (1976) marcas CMA" correspondem a regido organizadora de
nucléolo (RON), a qual é composta por cerca de 75% de bases guanina e citosina e
onde normalmente se localizam os genes ribossomais 45S. Dessa maneira, ¢
possivel que as marcas CMA" observadas correspondam na verdade as regides de
DNAr 45S.

Nos demais citétipos, ndo foi observado uma relagédo direta entre o numero de
marcas CMA" e o nivel de ploidia. A provavel ocorréncia de perdas de sequéncias
repetitivas, como os loci de DNAr ao longo da evolugao dos diferentes citotipos pode
explicar a diversidade de perfis CMA", como relatado por Mlinarec et al. (2012) ao
investigar a ocorréncia dos sitios de DNAr em espécies de Anemone e Pulsatilla.

Os genes que codificam RNAs ribossomais sdo sequéncias formadas por
repeticbes in tandem que podem variar em ndmero e tamanho entre as diferentes
espécies. O sitio de DNAr 45S em espécies vegetais € formado por inumeras
unidades de regides 5.8S, 18S e 25S, as quais s&o interligadas por DNA
espacadores intergénicos, ITS. Particularmente, as regides de DNAr 45S estao, na
maioria dos casos, co-localizadas com as regides organizadoras de nucléolo (RON),
ocupando porgdes especificas nos cromossomos. No entanto, Em Crotalaria juncea,
por exemplo, um /ocus adicional de DNAr 45S foi mapeado em outra porcdo do
genoma, apresentando, inclusive, atividade transcricional, ja que metafases dessa

espécie mostraram-se positivas para a coloracdo de nitrato de prata(MONDIN,
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SANTOS-SEREJO e AGUIAR-PERECIN, 2007; ANDRADE, 2011). Estudos
recentes sugerem que a expressao dos genes DNAr 45S pode ocorrer sem que haja
a formagao de constricdes secundarias (MONDIN, SANTOS-SEREJO e AGUIAR-
PERECIN, 2007; ANDRADE, 2011). J&4 o RNAr 5S, em contrapartida, é transcrito
apenas pelo DNAr 5S que se localiza em outras partes do genoma (HESLOP-
HARRISON, 2000; NEVES et al., 2005). Na citogenética, o mapeamento fisico das
regides de DNAr sdo de grande importancia para os estudos de caracterizagao
cariotipica, e constituem um parametro bastante informativo em abordagens de
evolucdo cromossbmica, uma vez que sao marcadores universais amplamente
utilizados em espécies vegetais (LEVIN, 2002; FUKUSHIMA, 2011; OHMIDO et al.
2010; VIANA e SOUZA, 2012; WAN et al., 2012). No presente trabalho, no individuo
diploide estudado, os 2 sitios de DNAr 5S e os 6 loci 45S confirmam os resultados
obtidos por Brandéao et al. (2007) e Pierre (2008), evidenciando a constancia e
estabilidade dos genes ribossomais entre individuos com 30 cromossomos. Para o
tetraploide (2n-60), o perfil de marcas obtidas foi diferente dos relatos existentes na
literatura. Nenhuma alteragao estrutural foi observada e documentada para este
citétipo em trabalhos anteriores (PIERRE, 2008). Além disso, foi possivel observar
que as regides 45S identificadas por hibridizagao in situ correspondem as marcas
CMA" terminais, obtidas pelo bandeamento cromossémico, ao passo que os sitios
subterminais CMA® nos demais citotipos estdo co-localizados com os genes
ribossomais 5S. A co-localizagdo de bandas CMA™ com sitios 458 ja foi relatada e
pode ser observada em diversos grupos vegetais, como em Passifloraceae,
Pinaceae e Verbenaceae, (SOUSA, et al., 2009; BOGUNIC et. al, 2011; VIANA e
SOUZA, 2012). Segundo Roa e Guerra (2012), em angiospermas os sitios de DNAr
45S ocorrem preferencialmente nos bragos curtos dos cromossomos. Todavia, no
complemento haploide de L. alba (2n=30), 2 sitios 45S foram encontrados em
bragos longos e apenas 1 sitio no braco curto. Foi possivel observar marcas desta
natureza nos citotipos de 30, e 45 cromossomos, evidenciando a similaridade entre
os cariotipos e reforgcando a hipotese de que o genoma de uma Unica espécie possa
ter participado do processo de formagao dos mais citétipos. O tetraploide, por sua
vez, apresentou todos os sitios em bragos curtos, além de um numero inferior de
marcas que o esperado. Provavelmente, apds o processo de duplicagdo

cromossémica, houve rearranjos gendmicos, tais como translocagdes e delegdes
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alterando as posig¢des dos sitios. Outra possibilidade para explicar as disposi¢coes
dos genes ribossomais, seria a ocorréncia de poliploidizacao a partir de um individuo
diploide portador de uma alteragdo estrutural. No individuo com 2n=90
cromossomos, observou-se 4 sitios de DNAr 458 localizados em bragos longos e 6
em bragos curtos, totalizando dez marcas de DNAr 45S, numero préximo ao
observado no individuo tetraploide. Considerando os diferentes niveis de plodia
observados, este numero reduzido de sitios 45S pode ser explicado por sucessivas
perdas de material genético que ocorrem em organismos que contém varios niveis
de ploidia (CHESTER, et al., 2010; SOLTIS e SOLTIS, 1995). Em citétipos
autotetraploides de Biblis liniflora, e Paspalum quadrifarium, por exemplo, o nimero
de genes de RNA ribossomal n&o representa exatamente o dobro de genes
observados nos citétipos diploides, sugerindo a ocorréncia de deleg¢des e dispersoes
dos sitios de DNAr p6s poliploidizagao (VAIO, et al., 2005; FUKUSHIMA et al., 2011;
ROA E GUERRA, 2012). A perda de material genético ndo € exclusiva ou restrita
apenas aos genes ribossomais. Quando o produto génico de uma das coépias é
majoritario em relagdo a outra, menos expressa, esta pode se tornar inativa e ser
perdida (FREELING et al. 2012). Este efeito de dominancia € comum em
alopoliploides de Tragopogon miscellus e em hibridos de Arabdopsis (BUGGS et al.,
2010 a; BUGGS et al., 2010b).

Os dados obtidos com a técnica de FISH, sobretudo da regiao de DNAr 58S,
constituem fortes indicios de autopoliploidia, uma vez que o numero de marcas do
complemento monoploide se manteve constante, independentemente do nivel de
ploidia. Foram observados dois sitios no diploide, trés no aneuploide e triploide,
quatro do tetraploide e seis no hexaploide. Além disso, todas as marcas de DNAr 5S
estdo presentes nas por¢gdes cromossdmicas subterminais dos bragos curtos em
todos os citétipos, em contraste com o gene ribossomal 45S, que mostrou-se
altamente variavel. Na literatura, o mapeamento dos genes ribossomais mostra que
mudangas posicionais € numéricas sdo bastante comuns, em especial quando se
trata de poliploides (ROA e GUERRA, 2012). Adicionalmente, a literatura relata que
a regiao de DNAr 45S apresenta mais polimorfismos se comparada ao gene 5S, e
estudos sugerem que tal mobilidade no genoma deve-se a sua posigao estratégica
ocupada nos cromossomos (VAIO et al. 2005; WEISS-SCHNEEWEISS et al. 2007,
2008; ROA e GUERRA, 2012; MLINAREC et al., 2012). Na profase | da meiose, a
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configuragao de “bouquet’, adotada pelos bivalentes no zigéteno, facilitaria a troca
de material genético entre os cromossomos homodlogos e a ocorréncia de
translocagdes, culminando com a variabilidade e dispersao do sitio (CRONN et al.
1996; MLINAREC, et al., 2012; ROA E GUERRA, 2012).

Reforgando a hipétese de autopoliploidia, é interessante comentar que dados
relativos a estimativa da quantidade de DNA em um conjunto de 38 acessos
evidenciaram claramente a proporcionalidade entre o aumento da quantidade de
DNA e o aumento do numero cromossémico (dados nao publicados). No caso de
ocorréncia da hipétese alternativa, na qual o genoma de outra espécie estaria
participando do processo de formacido dos poliploides em Lippia alba, essa
proporcionalidade nao seria esperada a menos que esta outra espécie apresentasse
um genoma do mesmo tamanho. Considerando a variagdo na quantidade de DNA
relatada para o género (CAMPOS et al., 2011) e que a area de ocorréncia de Lippia
alba difere da maioria das outras espécies do género esta hipétese torna-se pouco
provavel.

Com a visualizagdo de marcadores ribossomais foi possivel mapear
rearranjos cromossOmicos estruturais nos citétipos tetraploide e hexaploide, os quais
foram sugeridos pelos dados obtidos pela morfometria cromossOmica. Nestes
individuos, o tamanho reduzido do cromossomo portador do sitio 5S sugere a
ocorréncia de uma possivel delecdo do brago longo dos cromossomos X e Il
respectivamente. Outra possibilidade menos provavel por ser menos parcimoniosa,
seria a translocagcdo do gene ribossomal para outro cromossomo via elementos
transponiveis seguido de perda do sitio original.

Os rearranjos cromossémicos tém implicacao direta na fertilidade dos
individuos. A presencga de translocacdes, inversdes, duplicagdes e delecdes pode
resultar em pareamentos incorretos de bivalentes e consequentemente, levar a
irregularidades meidticas. Em plantas poliploides recém-formadas, a presencga de
univalentes e multivalentes esta diretamente relacionada a baixa fertilidade, e para
contornar tal adversidade, comportamentos diploides acabam sendo mais eficientes
e sao selecionados ao longo do processo evolutivo (LEVIN, 2002; RAMSEY e
SCHEMSKE, 2002; CIFUENTES, et al., 2010; GAETA e PIRES, 2010; HE, et al.
2011; LARROSA, et al., 2012).
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Em alopoliploides, o comportamento diploide ocorre logo apds a
poliploidizag&o, quando ha uma acentuagao das divergéncias entre os cromossomos
homedlogos, envolvendo grandes rearranjos cromossémicos € a atividade do gene
Ph (Pairing homeologous) (CIFUENTES et al.,, 2010). Em hibridos de Gilia, por
exemplo, os descendentes, considerados altamente estéreis, ao longo de varias
geracgbes foram adquirindo aos poucos estabilidade reprodutiva e na nona geragao
quase 100% da prole apresentava comportamento meiético normal com formagao
de bivalentes em diacinese e produzindo gametas férteis (GRANT, 1966).

Em autopoliploides, as configuragdes de multivalentes na meiose também
influenciam na fertilidade dos individuos, e podem ser positivamente correlacionadas
a frequéncia de quiasmas de seus parentais diploides (SRIVASTAVA, LAVANIA e
SYBENGA, 1992; LEVAN, 2002). Modelos teodricos foram estabelecidos para
autotetraploides visando estimar a frequéncia de multivalentes na profase |. Nestes
individuos, os pareamentos entre os homdélogos acontecem de maneira aleatoria,
sendo esperado cerca de 2/3 das configuracdes de quadrivalentes na meiose
(GILLIES, 1989 citado por CIFUENTES, et al., 2010; LEVAN, 2002;). Em
autopoliploides o processo de diploidizagao foi observado em espécies de Hordeum,
Elymus. elongatus, Phleum pratense, Lotus corniculatus e Agropyron elongatum
dentre outras (GUPTA e FEDAK, 1985; CHARPENTIER, FELDMAN, e CAUDERO,
1986; EILAM, et al., 2010). Em um estudo com citétipos de A. thaliana, por exemplo,
a diploidizagao citoldgica do autotetraploide ocorreu na 132 geragao (SANTOS et al.,
2003).

Em L. alba, as informacdes obtidas pela analise meidtica revelaram que todos
0s acessos investigados apresentam alta frequéncia de anormalidades meidticas e
multivalentes em diacinese, exceto para o acesso BGEN=95 que possui 2n=30
cromossomos. Este acesso revelou 95,66% de células com comportamento normal,
0 que corresponde a 706 de 738 meidcitos analisados. Além disso, este acesso
apresentou 15 bivalentes na meiose, comprovando sua heranga dissébmica. Ja o
acesso BGEN-96, apesar de pertencer ao grupo dos individuos diploides,
apresentou grande percentual de irregularidade nas divisbes, observada
principalmente na fase de teldfase Il. Aproximadamente 50% das células em telofase
Il mostraram-se na configuragdo de triades e diades. Tais configuragdes podem

resultar em gametas nao reduzidos e podem constituir matéria-prima para a
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formagao de poliploides (RAMANNA, 2003; KOUTECKY, et al., 2011; KOVALSKY e
NEFFA, 2012) reforcando a hipétese apresentada no presente trabalho.

No acesso triploide, a microesporogénese revelou 40% de anormalidade, e
assim como o acesso BGEN-96 a fase de telofase Il foi a que mais se mostrou
irregular, com presenca de poliades. Em individuos triploides, a presenca de
univalentes e trivalentes na diacinese, como o observado, acaba por gerar gametas
desbalanceados, que podem eventualmente originar plantas com diferentes niveis
de ploidia, inclusive aneuploides. Em populagdes naturais de Centaurea stoebe, a
presenca de individuos com um numero intermediario entre os citétipos diploide e
triploide suporta a hipétese de intercruzamentos, formando um individuo aneuploide
que contém 3 cromossomos extras (MRAZ, et al., 2012). Neste caso, a presenga de
cromossomos adicionais tem implicagcdes drasticas na meiose ja que o mau
pareamento iniciado na profase | também resulta em gametas desbalanceados e
alto indice de aborto de sementes, efeito provocado pela dosagem génica anormal.
Isto pode justificar a grande quantidade de irregularidades (62%) e a presencga de
univalentes e multivalentes em diacinese do citétipo com 2n=38 em L. alba. Por
outro lado, a meiose nos individuos tetraploides mostrou-se mais regular (70%),
divergindo das informagdes anteriores, em que apenas 10% dos meidcitos
analisados apresentavam gametogénese normal (PIERRE, et al.,, 2011). Esta
divergéncia retrata as variagdes gendmicas encontradas entre individuos do mesmo
citétipo, sugerindo eventos de poliploidizagéo independentes. Ja no hexaploide, a
grande porcentagem de células alteradas pode ser consequéncia de problemas no
pareamento. Devido ao grande numero de homologos, a presenga de multivalentes
e cadeias cromossOmicas na profase | induzem as alteragdes nas demais fases do
ciclo, assim como a produgdo de gametas nao reduzidos e desbalanceados
(HAMANT, MA e CANDE, 2006).

Dentre as maneiras de se estudar a fertilidade de poliploides, o “screening” de
polens viaveis é bastante utilizado e eficaz (CARPUTO, FRUSCIANTE e
PELOQUIN, 2003). A coloragdo com FDA, evidencia graos de pdlens vivos e nao
apenas a presenca/auséncia de material celular, sendo mais eficaz na avaliagéo de
viabilidade de pdlens. Este método proposto por Heslop-Harrison e Heslop-Harrison
(1970) é um dos melhores testes para avaliar a viabilidade de pélens e sua

capacidade de germinacgao, sendo amplamente utilizado nas angiospermas
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(SHIVANNA, LINSKENS e CRESTI, 1991; PACINI et al. 1997). O teste consiste em
avaliar a integridade da membrana plasmatica e a presenga de uma enzima
citoplasmatica. A molécula de diacetato de fluoresceina atravessa a membrana
plasmatica e € hidrolisada por esterases ativas nos graos de podlens viaveis, e apos
a clivagem da porgdo acetato, a molécula fluoresce. Nos pdlens viaveis que
possuem membrana intacta e esterases ativas ha um acumulo de fluoresceina que
pode ser observado em microscopia de fluorescéncia.

Nos acessos diploides (BGEN-95 e BGEN-96) foi possivel notar maior
numero de grdos viaveis com aproximadamente 70 e 75% de grdos FDA"
respectivamente. Estes resultados corroboram os dados obtidos na analise meiotica,
na qual foi observada 95% de regularidade no acesso BGEN-95. Embora o individuo
BGEN-96 tenha apresentado 50% de regularidade meiética, sua viabilidade polinica
foi alta (95%), sugerindo que as anormalidades encontradas na divisdo nao
comprometem o desenvolvimento dos gréos, ainda que possa haver gametas
aneuploides e nao reduzidos. Adicionalmente, a média dos pdlens do individuo
BGEN-96, que apresentou grande porcentagem de triades, € maior cerca de 10 um
(30%) em relacao aos polens do acesso BGEN-95. Este aumento do tamanho dos
polens pode ser um indicativo de pdlens n&o reduzidos (RAMSEY, 2007). Segundo
Ramsey e Schemske (1998), os pdélens nao reduzidos apresentam o didmetro 30% a
40% maior que os poélens haploides. Desta maneira, pode-se inferir que o acesso
BGEN-96 produz grande quantidade de gametas nao reduzidos, que eventualmente
servem de matéria-prima para origem de individuos poliploides e podem justificar o
alto indice de anormalidade meidtica encontrada para um acesso com 2n=30
Cromossomos.

De forma geral, os demais acessos apresentaram baixa viabilidade polinica,
Ramsey e Schemske (2002), por exemplo, registraram cerca de 20% de reducao na
viabilidade de pélens de poliploides recém-formados e aproximadamente 50% de
inviabilidade nas sementes produzidas por tais plantas (OTTO, 2007). O individuo
com 38 cromossomos apresentou apenas 34,18% de pdlens viaveis, com a maioria
de graos FDA. O acesso triploide apresentou aproximadamente 60% de
inviabilidade gamética. Individuos triploides sdo comumente estéreis, no entanto,
muitas espécies de triploides podem produzir gametas desbalanceados ou nao

reduzidos que servem de via para originar outros poliploides, o que é conhecido por
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ponte triploide (RAMSEY e SCHEMSKE, 2002; LAVIA et al., 2011). Ja no citétipo
tetraploide, a viabilidade polinica foi de 65%, de forma semelhante ao que foi
observado na analise meidtica, que apresentou 60% de regularidade. Neste caso,
provavelmente, as anormalidades observadas durante meiose ndo comprometaram
a viabilidade dos pdlens, ja que observou-se maior viabilidade dos grédos em
comparagdo com a normalidade de divisdes. No caso do individuo hexaploide
observou-se baixa viabilidade polinica ja que apenas 25% dos graos de pdlens
produzidos estaria apto a fecundacao.

De maneira geral, as analises meioticas corroboram os dados obtidos de
viabilidade de polens com FDA. A alta frequéncia de anormalidades encontradas
durante a divisdo sugere que grande parte dos graos produzidos seja inviavel e/ou
desbalanceados, o que pode afetar na fertilidade dos acessos e contribuir para a
formagao de citotipos poliploides (RAMSEY e SCHEMSKE, 2002; GAETA e PIRES,
2010). Além disso, pode-se sugerir que os citdtipos triploide, aneuploide e
hexaploide tenham originado posteriormente em relagdo aos diploides e tetraploides,
ja que apresentaram maiores indices de irregularidades na gametogénese.

Adicionalmente, os diametros de pdlens viaveis e inviaveis foram mensurados
para estimar uma possivel correlagdo com a viabilidade como descrito por Kelly et
al., (2002). De acordo com o teste de Student (p=0,05), houve diferenga significativa
entre as médias dos podlens viaveis e a média dos podlens inviaveis (Figura 19),
confirmando que os graos aptos a fecundagao sdo maiores que os graos inviaveis
cerca de 10 ym em meédia. Além disso, foram observados gréaos de pdlens
“gigantes”, com os diametros 30 a 40% superiores nos citétipos aneuploide, triploide
e hexaploide, evidenciando seu potencial para a producdo de gametas nao
reduzidos.

Embora os citétipos poliploides possuam alto indice de anormalidades
meidticas e inviabilidade de gametas, L. alba ndo aparenta ter desvantagens ou
problemas na reprodugdo vegetativa, compensando possiveis problemas
reprodutivos (PIERRE, et al.,, 2011). Ao contrario, a espécie apresenta alta
capacidade de reproduzir de forma assexuada o que pode explicar também a
manutencao de individuos cromossomicamente desbalanceados na natureza. Em
muitos casos o modo de reproducao assexual, o modo de reproducao assexual pode
ser correlacionado com eventos de poliploidia (OTTO e WHITTON 2000).
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O conjunto de dados obtidos com as técnicas de bandeamento cromossémico
e hibridizagao in situ, somado aos resultados alcangados com as analises meidticas
e palinoldgicas sugerem que cruzamentos intraespecificos e sucessivos eventos de
autopoliploidizacdo originaram esta ampla variagdo cariolégica em L. alba. As
informacgdes geradas com a técnica de FISH, em especial a regido de DNAr 5S, s&o
indicios fortes de autopoliploidia, ja que o numero de sitios do complemento
monoploide é constante. Além disso, os altos indices de irregularidades meidticas
encontrados nos triploides, aneuploide, tetraploide e hexaploide também s&o indicios
de pareamento e segregagao cromossdémica anormal, fendbmeno tipico de espécies
poliploides (SRIVASTAVA, LAVANIA e SYBENGA, 1992; DIAO et al., 2009; HE et
al., 2011). Além disso, os resultados de viabilidade polinica com o FDA corroboram
as anormalidades meidticas observadas e incrementam os indicios de
autopoliploidia.

Embora no presente trabalho apenas um representante de cada citétipo tenha
sido estudado, segundo Burton e Husband (2001) cruzamentos intraespecificos
envolvendo citétipos de diferentes ploidias sdo comuns quando os mesmos ocorrem
em simpatria. Vale considerar que apesar dos citotipos investigados no presente
trabalho ndo terem sido coletados em uma unica localidade, outros acessos
simpatricos e que compdem o Banco de Germoplasma de Espécies Nativas da
UFJF (BGEN-UFJF) apresentam a mesma variacdo numérica aqui relatada. Com
esta informacao, duas possibilidades podem ser consideradas. A primeira é que
podem ter ocorrido eventos de cruzamentos e poliploidizagdo independentes; e a
segunda de que os citdtipos atuais sejam consequéncia de eventos que ocorreram
no passado e que posteriormente eles se espalharam para outras regides. Estas
possibilidades, acrescidas das variaveis tempo de ocorréncia e rearranjos estruturais
podem ajudar também a explicar a ocorréncia de marcas cromossdmicas localizadas
em cromossomos diferentes quando se compara os cariogramas dos diferentes
citétipos. Uma hipdtese possivel para a origem dos diferentes citotipos pode ser
vista na figura 21, em que um citétipo com 2n=30 teria originado um individuo
tetraploide por meio de um cruzamento bilateral envolvendo gametas néo reduzidos
(2n-2n). Individuos triploides surgiriam através da fecundacdo de gametas nao
reduzidos com gametas reduzidos (2n-n). Além disso, pode ter ocorrido um eventual

cruzamento entre o citétipo diploide com tetraploide originando o triploide com 45
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cromossomos. Cruzamentos entre diploides (n=15) e triploides (n=23) teriam
originado um aneuploide com 2n=38 cromossomos. Por fim, o acesso hexaploide
pode ter surgido por meio de duplicagado do conjunto cromossOmico triploide (2n=45)
ou por meio de cruzamento unilateral do citétipo com 2n=60 ou alternativamente
através de cruzamentos entre os citotipos diploide e tetraploide (ambos produzindo
gametas nao reduzidos). Nesta hipotese é possivel perceber que os individuos com
2n=30 participariam de quase todas as combinagdes de cruzamentos para originar
os outros citdtipos. Interessante notar que no BGEN-UFJF a maioria dos acessos de
Lippia alba apresentam este niumero, reforcando a possibilidade de que as demais
variagbes numéricas tenham surgido a partir de um genoma composto por 30

cromossomos.

2n=90

(G)TZX
(5)

2n=45 ----»| 2n=38

(2)
v » (2)

2n=60

im

2n=90

Figura 21: Esquema representando a hitpétese de formacdo dos citétipos de L. alba. Os citétipos
estdo representados por diferentes cores nos retangulos. (1) representa a formagdo do citétipo
tetraploide por meio de duplicagdo cromossdmica; (2) formagdo do tetraploide por meio de
cruzamentos entre diploides e triploides; possibilidades de formagdo do citétipo triploide: (3) através
de cruzamento entre tetraploides e diploides, ou (4) por meio de cruzamentos entre diploides; (5)
origem do citdtipo aneuploide por meio de cruzamentos entre diploide e triploide; possibilidades de
formacao do citétipo hexaploide: (6) por duplicagdo do genoma ftriploide, ou (7) cruzamentos entre
tetraploides e diploides. Setas continuas: gametas ndo reduzidos; setas pontilhadas: gametas
reduzidos.
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6 CONCLUSOES

L. alba apresenta ampla variacao cariotipica e genémica dentro e entre

citétipos em decorréncia de rearranjos cromossémicos;

Os dados sugerem ocorréncia de autopoliploidia na formagao de citétipos

com 2n=38, 45, 60 e 90 cromossomos;

Cruzamentos entre os citétipos e a ocorréncia de gametas nao reduzidos

podem explicar o mecanismo de surgimento dos diferentes citotipos.

A ocorréncia de rearranjos cromossémicos pos-duplicagéo pode explicar as

diferengas morfolégicas observadas nos cariogramas dos diferentes citotipos.
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