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RESUMO

GOMES, S. S. L. CITOGENETICA, QUANTIDADE DE DNA E INDUQAO DE
POLIPLOIDIA Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013.

O género Pfaffia (Amaranthaceae) compreende 33 espécies distribuidas na
Regido Neotropical. Gracas a algumas substancias quimicas encontradas no
género que se assemelham aquelas encontradas no género Panax (ginseng
coreano), a especie Pfaffia glomerata é conhecida como “ginseng brasileiro”.
Tal planta € utilizada como ténico, afrodisiaco, rejuvenescedor, anti-fadiga, anti-
estresse e contra distlrbios gastricos. Suas propriedades medicinais sao
atribuidas a compostos encontrados principalmente em suas raizes tuberosas,
sendo a B-ecdisona a mais visada pela industria farmacéutica e cosmeética.
Apesar de sua importancia econémica e medicinal, s&o poucos os estudos que
investigam caracteristicas genéticas da espécie. Neste trabalho foram feitas
andlises citométricas e cromossémicas de fafias diploide e poliploide induzida.
A poliploidizacdo se deu por duplicagdo cromossOGmica in vitro com uso de
agentes antimit6ticos (colchicina e orizalina) em diferentes concentracfes e
tempo de exposicao. A quantidade de DNA encontrada foi de 2,41 pg (2n=34) e
4,79 pg (2n=68). O genoma de P. glomerata diploide e tetraploide foi analisado
por técnicas de coloracdo convencional e coloracdo diferencial dos
cromossomos por bandamento com CMA3/DA/DAPI e FISH para DNAr.
Embora os cromossomos da espécie sejam pequenos, foi possivel identificar
suas constricbes primarias e encontrar um par de cromossomos com satélite
no representante diploide e dois pares no poliploide. Foram montados
cariogramas e idiogramas, sendo que as férmulas cariotipicas foram: 16M +
1SM para o genoma 2n=34 e 32M + 2SM para o genoma 2n=68. Os nucleos
interfasicos mostraram-se reticulados. Através do bandeamento com
CMA3/DA/DAPI observou-se que todos os cromossomos possuem bandas
centroméricas DAPI”, indicando uma regido heterocromatica ao redor dos
centrdbmeros. Foi localizada uma banda CMA® no braco curto de um dos
cromossomos, sendo registrada diferenca na extensdo da banda entre os
homologos. O emprego da FISH com as sequéncias de DNAr 45S e 5S, gerou
para cada tipo de sonda, dois sinais em um par de homdélogos para o genoma
diploide e quatro sinais no genoma poliploide. Os cromossomos homologos
apresentaram heteromorfismo para as regides de DNAr invetigadas. O teor de
B-ecdisona presente no extrato metanodlico das raizes de fafia com quatro
meses de cultivo, foi de 0,32% para a planta diploide e 0,48% para a poliploide
sugerindo um aumento de 50% na produc¢édo do composto no poliploide quando
comparado com seu diploide. A estrutura do grédo de pdlen, determinada por
acetélise Erdtman, mostrou-se estavel entre acessos diploides da espécie. Este
€ o primeiro relato da quantidade de DNA no género Pfaffia. Também sé&o
inéditos os dados obtidos por FISH com sondas para DNAr 45S e 5S para a P.
glomerata diploide e poliploide. Os resultados da quantificagédo do teor de B-



ecdisona sugerem a duplicagdo cromossomica como alternativa para
incremento do valor econémico da espécie.

Plavaras-chave: Pfaffia glomerata, “ginseng brasileiro”, FISH, quantidade de
DNA, poliploide, colchicina.



ABSTRACT

GOMES, S. S. L. CYTOGENETICS, DNA content AND INDUCTION
POLYPLOIDY IN Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen Dissertation
(Master in Biological Sciences) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013.

The genus Pfaffia (Amaranthaceae) comprises 33 species distributed in the
neotropics. Thanks to some chemicals found in the genus that resemble those
found in the genus Panax (Korean ginseng), the species P. glomerata is known
as "Brazilian ginseng”. P. glomerata is commonly used as tonic, aphrodisiac,
rejuvenator, anti-fatigue, anti-stress and against gastric disorders. Its medicinal
properties are attributed to the compounds mainly found in their tuber roots,
being the B-ecdysone the most explored by the pharmaceutical and cosmetic
industries. Despite its economical and medicinal importance, few studies have
been done to investigate the genetic aspects of the species. In this work,
cytometric and chromosomal analyzes were made with diploid and induced
polyploid of P. glomerata. The polyploidization occurred by in vitro chromosome
doubling, using antimitotic agents (colchicine and oryzalin) at different
concentrations and exposure times. Flow cytometry analysis showed 2.41 pg
(2n = 34) and 4.79 pg (2n = 68) of DNA amounts. Both P. glomerata diploid and
tetraploid were analyzed by conventional staining techniques and chromosomal
differential staining by CMA3/DA/DAPI banding and rDNA FISH. In spite of the
small sizes of chromosomes, it was possible to identify their primary
constrictions and a pair of satellites chromosomes in the diploid and two pairs in
the polyploid. Karyograms and idiograms were assembled. Karyotypic formulas
were 16M + 1SM considering the 2n = 34 genome and 32M + 2SM considering
2n = 68. The interphase nuclei seem to reticulated. The fluorochrome
CMA3/DA/DAPI banding revealed all chromosomes with centromeric DAPI*
bands indicating a heterochromatic region around the centromeres. A CMA*
band, with different extension between the homologous was observed on the
short arm of one chromosome pair. The FISH technique with rDNA 45S and 5S
sequences revealed two signals to each probe for the diploid genome and four
signals in the polyploid genome. Homologous chromosomes are heteromorphic
when considering the rDNA regions here investigated. The content of B-
ecdysone present in the methanol extract of the roots of P. glomerata with four
months of cultivation was 0.32% for the diploid and 0.48% for the tetraploid
suggesting an increase of 50% on the tetraploid comparing with the diploid.
Pollen structure was determined by Erdtman acetolysis, and no differences
were observed between diploid accessions. This is the first report of DNA
amount in the genus Pfaffia and data obtained with FISH using 45S and 5S
rDNA probes have not been published elsewhere. The [(-ecdysone



quantification suggests that chromosome duplication is an alternative to
increase the economical value of the species.

Key-words: Pfaffia glomerata, “Brazilian ginseng”; FISH, DNA amount;
polyploidy; colchicine.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10

Figura 11

LISTA DE FIGURAS

Acessos de Pffafia glomerata em diferentes estagios de
deSENVOIVIMENTO .....ooeiieiiiiiiiie e

Acessos de Pfaffia glomerata em casa de vegetacdo apos seis
meses de cultivo em substrato Plantmax® ............ccccccccvvvvvvnnnnnnn.

Histograma representativo da quantidade de DNA de Pfaffia
glomerata. Resultado obtido por analise simultanea de folhas de
Pfaffia glomerata e Solanum lycopersicum (2C=1,96 pg,
DOLEZEL et al., 1998) coradas com iodeto de propideo. Os
picos “A” e “B” representam Go/G; de S. lycopersicum e P.

golmerata respectivamente. Os picos “a” e “b” ilustram G, de S.
lycopersicum e P. glomerata respectivamente ..............cccceeeeeee.e.

Metéafase mitética de Pfaffia glomerata corada com Giemsa. A
seta indica a constricdo secundaria distendida .................cccee...

Técnica de bandeamento cromossémico aplicada aos
cromossomos de Pfaffia glomerata ............c.ccoovviiiiciii e,

Técninca de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com sondas
para DNAr 45s e 5S aplicada aos cromossomos de Pfaffia
OIOMEIALA ... e ————

Caracteristicas cariotipicas de P. glomerata ................cccccnnnn.

Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) em metafase mitética de
Pfaffia glomerata. Sitios de DNAr 5S (marcac¢des pseudo
colorizadas em verde) e 45S (marcac¢des em vermelho) .............

Polens maduros de Pfaffia glomerata obtidos pela técnica de
acetolise. A coluna da esquerda mostra em detalhes o reticulo
de cada pdlen. A coluna da direita ilustra os grdos de pélen de
cada populacao em corte OtiCO .........ccoovviiieeiiiiiiiiiiie e,

Histograma representativo da quantidade de DNA obtida por
analise simultanea de folhas de Pfaffia glomerata e Pisum
sativum coradas com iodeto de propideo, com uso do tampéao
de lise celular LBOL.........uuiiiiiiieeeeeeeeeceeeeeeeeeetes s e e e eeenneees

Histograma representativo da quantidade de DNA obtida por
analise simultanea de folhas do poliploide induzido in vitro de
Pfaffia glomerata e do padrdo de referéncia Pisum sativum
coradas com iodeto de propideo, com uso do tampao de lise
(o] U] F= T 0 =

38

39

47

52

58

58

60

62

65

85

85



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Metafase mitotica do poliploide induzido de P. glomerata corada
(o0 ] 1 I 11T 1 7= LTRSS
Bandeamento cromossdmico em P. glomerata poliploide
510 18 74 [o [o R PR RRSRPRP

Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com sonda para DNAr
45s e 5S em cromossomos de P. glomerata poliploide induzido..

Caracteristicas cariotipicas do poliploide induzido in vitro de P.
(0] (0] 41T = L = U

Cromatograma obtido por HPLC para a substancia quimica de
referéncia - padrao de B-ecdisona (Sigma Aldrich) .....................

Cromatograma obtido por HPLC para a amostra do extrato
metandlico de raizes de P. glomerata 2n=34 na concentracao
de 1 mg.ml™ . O pico indica a presenca de B-ecdisona................

Cromatograma obtido por HPLC para a amostra do extrato
metandlico de raizes de P. glomerata 2n=68 na concentracao
de 1 mg.ml™, mostrando a presenca de B-ecdisona ....................

87

91

91

92

94

94

95



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

LISTA DE TABELAS

Numero de individuos e procedéncia de quatro populacdes
de Pfaffia glomerata ............couvceiiiiiiiiiii e

Solugdo para hibridizacdo in situ fluorescente em
cromossomos de Pfaffia glomerata .............cccccvveiiiiieennnnnns

Média das estimativas da quantidade de DNA (pg) de
acessos de Pfaffia glomerata obtidas a partir de trés
(=T 013 10T L=

Relacdo de distancia entre as populagcdes de Pfaffia
glomerata expressa em kildmetros (Km) ..........cccccevvvvvvnnnnnnn.

Dados morfométricos médios dos cromossomos de Pfaffia
(0] (0] 1 01=T = =

Valores médio obtidos por analise da morfometria polinica
de Pfaffia glomerata .............ccooeviiiiiiiii e,

Morfometria polinica de acessos de Pfaffia glomerata de
guatro populagdes brasileiras ..........cccceeeveiiiiiiiiiiiiiiie e

Solugdo para hibridizacdo in situ fluorescente em
cromossomos de Pfaffia glomerata ............cccooeiiiiiiiiiinnnnnnn.

Efeito de diferentes concentracdes de colchicina e orizalina
na inducéo in vitro de poliploidia em Pfaffia glomerata ........

Quantidade de DNA para o acesso 22 diploide e poliploide
de P. glomerata ........c..uoiiievieiiieceeee e

Dados morfométricos médios do cariétipo poliploide
induzido de Pfaffia glomerata ...........cccooeieviiiiie i,

Tempo de retencédo (TR) e area do pico (mA) obtidos
através dos cromatogramas gerados para a substancia
guimica de referéncia (SQR) e para o0s extratos
metandlicos de raizes de P. glomerata ...............ccoooeiin.

37

44

48

50

55

63

64

79

83

84

88

93



Ai

Alt.
AMD
ANOVA
AT
BC
BL
BR
CcC
CG
CLH
Cm
CMA3
CR
CT
CcVv
ddH,O
DA
DAPI
DE
DNA
DNAr
DP
ET
FISH

GISH
IC

IP
HCI
HIS
HPLC

mA
Mb
MG
Mm
MgC|2
mL

Ng

LISTA DE ABREVIATURAS

Grau de Assimetria do Caridtipo
Assimetria de cada Cromossomo

Altitude

Actinomicina D

Analise de Variancia

Adenina e Timina

Braco Curto

Bracgo Longo

Brometo de Etideo

Classificacdo do Cromossomo

Citosina e Guanina

Comprimento do Lote Haploide
Centimetro

Cromomicina Az

Comprimento Relativo do Cromossomo
Comprimento Total do Cromossomo
Coeficiente de Variacao

Agua Destilada e Deionizada

Distamicina

4°6-diamino-2-phenylindole

Diametro Equatorial

“Deoxyribonucleic Acid” - Acido Desoxirribonucléico
DNA Ribossomal

Diametro Polar

Espessura Total da Exina

“Fluorescence In Situ Hybridization”- Hibridizac&do Fluorescente In Situ
Grama

“Genomic In Situ Hybridization”- Hibridizacdo Genbémica In Situ
indice Centromérico

lodeto de Propideo

Acido Cloridrico

“In Situ Hybridization”- Hibridiza¢éo In Situ
“High Performance Liquid Cromatograph”- Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Metacéntrico

Molar

Metro

Miliabsorvancia

Mega Pares de Bases de Nucleotideos
Miligrama

Milimetro

Cloreto de Magnésio

Mililitros

Numero Haploide de Cromossomas
Nanogramas



NIQUA
Nm

Lat.
Long.

Pg.
RAPD

RNA
RNAse
RON
SSC
SM
SQR
TRITC
UFJF
UFV
ML

pHm
8-HQ

Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica
Nanémetro

Litro

Latitude

Longitude

Populacao

Picogramas

Relacéo entre Bracos

“Random Amplified Polymorphic DNA” — Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso

“Ribonucleic acid”’- Acido Ribonucléico
Ribonuclease

Regido Organizadora de nucléolo

NaCl 3M/Citrato Trissodico.2H,0 0,3M
Submetacéntrico

Substancia Quimica de Referéncia

‘Rhodamine isothiocyanate Tetramil” - Tetramil Rodamina Isotiocianato
Universidade Federal de Juiz de Fora
Universidade Federal de Vigosa

Microlitro

Micrémetro

8-Hidroxiquinoleina

Graus Celsius

Somatorio



11

1.2

1.3

CAP |

11

1.2

1.3

3.1

3.2

3.3

3.3.1

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt
PLANTAS MEDICINAIS E SUA IMPORTANCIA .......cccccoeveerrrne,
FAMILIA AMARANTHACEAE E O GENERO Pfaffia ............cccoovene..
Pfaffia glomerata (Spreng.) PEDERSN: CARASTERIZACAO,
OCORRENCIA, ASPECTOS BIOLOGICOS E APLICACAO NA
MEDICINA POPULAR ......ocooviueieeteeeteeeeeeeeeseees e eesenansae e,
CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA, POLINICA E
QUANTIDADE DE DNA EM Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
INTRODUGAOD ...ttt

ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA POR CITOMETRIA DE

CITOGENETICA CLASSICA E MOLECULAR NA
CARACTERIZAGAO DE ESPECIES VEGETAIS ....coovceveveeevieerenes
ESTUDO DOS GRAOS DE POLEN ......c.ccovoieiieiieeeieeeee e
(012301 = 11 V70 1SRRI
MATERIAL E METODOS ......ooovevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen s s,
MATERIAL BIOLOGICO ......oovveeiceeeceeeeeeeeeeeeeeeen s,

ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA POR CITOMETRIA DE

20

20

22

23

28

28

29

31

34

36

37

37

39

40

40



3.3.2

3.3.3

3.34

3.4

4.1

4.2

4.3

4.4

CAP Il

11

1.2

3.1

3.2

3.3

Morfometria CrOMOSSOMICA .......ccvuueeeeiiiiiiie e
Bandeamento cromossdmico com CMA3/DA/DAPI ......coeevvvviiiieeiiinn,
Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) ........cooovmviiiiiiiiiii e,
ESTUDO DOS GRAOS DE POLEN .......ccoveuiieeeeeeeeeeeee e
RESULTADOS E DISCUSSAO .....ooviieeieeeeeeeeeeeeeeeee e,
ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA DE Pfaffia glomerata
POR CITOMETRIA DE FLUXO ...vouiviiieeecieeeeeeeee e,
MORFOMETRIA CROMOSSOMICA ......cooveveeeeeeeeeeee e
LOCALIZACAO DE BANDAS CMA; e DAPI E DE SITIOS DE DNAr
45S E 5S EM Pfaffia glomerata ...
ESTRUTURA DOS GRAOS DE POLEN ......cccocveveviveeeeeeeeires e,
CONCLUSOES ...
CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE POLIPLOIDES
INDUZIDOS DE Pfaffia glomerata ...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee
INTRODUGAOQ .....oouiieeeeee e,
POLIPLOIDIA COMO FERREMENTA PARA O MELHORAMENTO
=l I N N
CONTRIBUICOES DE ANALISES CITOLOGICAS PARA O
MELHORAMENTO DE PLANTAS .....ooviviivieeeteee e eeee e
OBJETIVOS ...ttt een s nn e,
MATERIAL E METODOS ......oooitiieeeeeceeceeeeeee e,
MATERIAL BIOLOGICO ....oouvoveieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e
INDUCAO DE POLIPLOIDIA IN VITRO ...coovviveieeeeeeeeeeeeeeee e

DETERMINACAO DO NIVEL DE PLOIDIA POR CITOMETRIA DE

41

41

42

45

46

46

51

56

63

67

69

69

70

71

72

73

73

74

74



3.4

3.4.1

3.4.2

3.4.3

3.5

3.5.1

3.5.2

4.1

4.1

4.3

4.4

ANALISE CITOGENETICA ...oiiitiieieieieieeeee et
Morfometria CroMOSSOMICA .......uuuuviiiiiiiiiiiiieeee e e e e
Bandeamento cromossomico com CMA3/DA/DAPI ........cccccceeeiiiiiie
Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) .........cooovriiiiiiiiiiiiiiiieee e,
QUANTIFICACAO DE B-ECDISONA ..ot
Preparo do extrato metanolico de raizes ...........ccooeeevvvvvvviviiiineeieeeeen.
Analise do extrato metanolico por HPLC ..........oooiiiieiiiniiiiiiieeeeee
RESULTADOS E DUSCUSSAOQ ....ocovmiiriiiriririninineneninieeeee e,
EFEITO DO CULTIVO EM MEIO CONTENDO COLCHICINA OU
ORIZALINA .o e e e
NIiVEL DE PLOIDIA E QUANTIDADE DE DNA POR CITOMETRIA

3] o L ) P
CARATERIZACAO CITOGENETIA DO POLIPLOIDE INDUZIDO .....
QUANTIFICACAO DO TEOR DE B-ECDISONA NAS RAIZES
TUBEROSAS ...t e et e
CONCLUSOES ..ottt

REFERENCIAS ..o,

75

76

76

77

80

80

81

82

82

84

86

93

97

98



20

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Plantas medicinais e sua importancia

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude uma planta medicinal é
qualquer planta que possua em um ou em varios de seus O0rgaos substancias
usadas com finalidade terapéutica, ou que estas substancias sejam ponto de
partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. S&o considerados
medicamentos fitoterapicos os obtidos exclusivamente a partir de matérias-
primas ativas vegetais (ANVISA, 2013).

A demanda por medicamentos a base de plantas medicinais vem
crescendo mundialmente e o0s motivos sdo variados. Nos paises
desenvolvidos, a fitoterapia é vista como alternativa mais saudavel, ou menos
danosa, para o tratamento de patologias. Nos paises em desenvolvimento, o
baixo custo em relacdo aos medicamentos farmacoquimicos (FREITAS, 2007),

alia-se ao seu reduzido efeito colateral (MATTOS et al., 2007).

Como consequéncia da valorizacdo mundial do uso de plantas
medicinais, aumentou-se também a exploracdo exercida sobre alguns destes
recursos haturais e a tendéncia é que este quadro se agrave, pois O
extrativismo comercial das plantas fitoterapicas aparece como alternativa de
renda para as populacbes que vivem em areas de protecdo ambiental
(MONTANARI JUNIOR, 2002; CORREA JUNIOR et al., 2006).

Neste contexto, a América Latina merece destaque por possuir mais de
60% da biodiversidade mundial. Na lista dos 25 paises mais ricos em
biodiversidade vegetal, oito deles sdo da América Latina (Brasil, México,
Colémbia, Equador, Venezuela, Panama, Paraguai e Argentina). Considerando
a biodiversidade como fonte de inspiracdo para a inovagdo e também para
isolamento de substéncias biologicamente ativas (BARREIRO e MANSSOUR,
2008), torna-se claro que o uso sustentado da biodiversidade é importante para
tais paises (GUPTA, 2001).
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Na busca por novas fontes de principios ativos, a etnobotanica tem
papel muito importante, uma vez que boa parte das plantas nas quais foram
identificados principios ativos foram determinadas com base no seu uso
popular (ELISABETSKY e SOUZA, 2004; GURIB-FAKIM, 2006; MANZALI DE
SA, 2006). Este fato tem sua importancia aumentada se considerarmos que, de
acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, 80% da populagédo do planeta,
principalmente nos paises em desenvolvimento, faz uso de fitoterdpicos como
forma de atencéo primaria a saude. No Brasil, a fitoterapia é pratica terapéutica
incentivada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2007), devido a sua
comprovada eficiéncia e baixo custo operacional para os cofres publicos.

Grande parcela dos brasileiros recorre as plantas medicinais como
terapia alternativa para combater uma série de doencas. A fim de atender a
essa demanda, fitoterapicos sdo comercializados em feiras livres, mercados
populares ou mesmo cultivados em quintais residenciais (MENGUE et al.,
2001; RITTER et al., 2002; MENDONCA-FILHO e MENEZES, 2003; PEREIRA
et al., 2004; VENDRUSCOLO et al., 2005; CARLINI et al., 2006; AGRA et al.,
2007; BIAVATTI et al., 2007).

Assim, as plantas com potencial medicinal ganham cada vez mais
espaco em estudos farmacoldgicos, quimicos e taxonémicos que visam o maior
aproveitamento de seus principios ativos, além do uso consciente (MING,
1999; LORENZI e MATOS, 2002; AGRA et al., 2007).

Tais estudos justificam-se pelo fato de que a qualidade das plantas
medicinais é dependente da identificacdo correta da espécie e, posteriormente,
do seu plantio, colheita, beneficiamento e do preparo dos medicamentos ou
extratos vegetais (CASTRO et al.,, 2004). Diversos fatores influenciam na
qualidade final do produto, como: caracteristicas genéticas da planta, variacdes
climaticas, tipo de solo, época de plantio, condicdes de secagem, tempo de
armazenamento, entre outros (KAMADA et al., 1999; CASTRO et al., 2004).

Dentre as varias espécies brasileiras com aplicacdo medicinal, destaque
vem sendo dado a Pfaffia glomerata, que conta com algumas substancias

guimicas, principalmente ecdisteroides muito similares aqueles encontrados no
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género Panax (“ginseng coreano” - Araliaceae). Em funcdo disso, tem sido
chamada popularmente de "ginseng brasileiro”. Também é conhecida como
para-tudo, suma, corango ou simplesmente "fafia" (BERG, 1982; LORENZI e
MATOS, 2002; CORREA JUNIOR et al., 2003).

1.2 Familia Amaranthaceae e o género Pfaffia

A familia Amaranthaceae Juss., classificada com base em
caracteristicas morfolégicas e dados moleculares, pertence a ordem
Caryophyllales (JUDD et al., 1999; BARROSO et al., 2002; APG, 2003; JUDD
et al.,, 2008; SOUZA e LORENZI, 2008). Possui distribuicdo cosmopolita,
exceto nas regides mais frias do Hemisfério Norte, com predominancia nas
regiBes tropicais e subtropicais da América e Africa (VASCONCELLOS, 1982;
SIQUEIRA, 2004). E formada por 170 géneros e 2000 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2008). Para o Brasil sido citados 19 géneros nativos e
aproximadamente 145 espécies (MARCHIORETTO et al., 2012).

Os representantes da familia variam muito quanto a morfologia. O hébito
€é variado, predominantemente sdo ervas, subarbustos, arbustos ou
trepadeiras, anuais ou perenes (SIQUEIRA, 2002; SOUZA e LORENZI, 2005).
Ocorrem em diversos ambientes, como campos rupestres, cerrados, beira de
matas, restingas, terrenos baldios e cultivados, sendo mais comuns em
ambientes abertos, embora algumas espécies sejam encontradas no interior de
florestas, principalmente em locais sob influéncia antrépica (SIQUEIRA, 2002;
SOUZA e LORENZI, 2005).

Dentro de Amaranthaceae esta o género Pfaffia, com cerca de 33
espécies e que, apos revisdo taxondmica do género no Brasil, registra 20
espécies de origem nativa (MARCHIORETTO et al., 2010).

O género distribui-se na Regido Neotropical, estendendo-se do sul do
México através dos tropicos, incluindo a Bacia Amazonica até Baia Blanca,

Argentina (BORSCH, 1995). Ocorre em ambientes tais como bordas de
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florestas, margens de rios e campos rupestres (SIQUEIRA, 1988; MIOTTO e
SIQUEIRA, 2009).

As “fafias” sdo consideradas de importancia ornamental, alimentar e
medicinal, especialmente aquelas denominadas como “ginseng brasileiro”,
entre as quais estéo P. glomerata, P. gnaphalioides (L. f.) Mart., P. iresinoides
(Kunth) Spreng., P. paniculata (Mart.) O. Kuntze [(Hebanthe paniculata (Mart.)]
e P. tuberosa (Spreng.) Hicken.

Com base em dados etnobotanicos, as raizes e folhas dessas plantas
tém sido utilizadas como estimulantes gerais (SIQUEIRA, 1987; SILVA JUNIOR
e OSAIDA, 2005). O uso dessas espécies despertou o interesse no Japéo e na
Europa, que importam grandes quantidades da planta (CORREA JUNIOR et
al., 2002). Dados recentes demonstram que, de janeiro a maio de 2012, foram
exportadas quase duas toneladas de raizes de “ginseng brasileiro” (MDIC,
2012).

Plantas do género Pfaffia tiveram suas propriedades medicinais
comprovadas cientificamente depois de estudadas no Japdo e submetidas a
analise no “Laboratério Rhoto Pharmaceutical Co. Ltda” (MASCHIO, 1993). A
partir de entdo, varios estudos sobre constituintes quimicos de diversas
espécies do género foram desenvolvidos (SHIOBARA et al., 1993; PARIS et
al., 2000; VIGO et al., 2003; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008; LEAL, et al.,
2010).

Dentre as varias espécies de “fafia”, merece destaque Pfaffia glomerata,
que ha séculos tem sido utilizada pela populacdo brasileira como planta
madicinal, desde nossos ancestrais indigenas da Amazénia (LORENZI e
MATOS, 2002).

1.3 Pfaffia glomerata: caracterizacdo, ocorréncia, aspectos bioldgicos e
aplicacdo na medicina popular

Pfaffia glomerata é uma espécie muito variavel e difundida no sul da

América tropical e subtropical (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai)
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(MARCHIORETTO et al.,, 2010). Particularmente no Brasil, € nativa nos
estados do Parana, Mato Grosso e Sao Paulo (SIQUEIRA e GRANDI, 1986;
CORREA JUNIOR, 2003).

Pedersen (1987), quando descreveu a espécie para a “Flora de Entre
Rios (Argentina)”, ressaltou que P. glomerata é uma planta bastante variavel,
apresentando habito subarbustivo ao longo da beira de rios e herbaceo, de
menor porte, no interior de montes. Entretanto, Ribeiro e Pereira (1994) e
Bentes (2000) relataram que esta espécie se desenvolve sem problemas em
solos drenados, tanto argilosos, quanto arenosos. Adapta-se bem em altitudes
de até 1000 m, assim como em regides com precipitacdo pluviométrica entre
1200-1500 mm anuais (CORREA JUNIOR et al., 2002). Sua ampla distribuicéo
geografica com condi¢des climaticas e edéficas diferentes contribui para a
ocorréncia de consideravel variacdo morfologica (MAGALHAES, 2000).

A espécie possui como sinbnimos P. glauca (Mart.) Spreng., P.
luzulaeflora (Mart.) D. Dietr., e P. stenophylla (Spreng.) Stuchlik (BERG, 1982;
SIQUEIRA, 1988), P. dunaliana (Moq.) Schinz (SIQUEIRA, 1988), além de
Iresine glomerata (Spreng.) Pedersen; Gomphrena stenophylla Spreng.;
Sertuernera glauca Mart.; Serturnera luzulaeflora Mart.; Gomphrena
luzulaeflora (Mart.) Moq.; Gomphrena glauca (Mart.) Mog. (BERG, 1982).

O interesse comercial por Pfaffia glomerata estd associado
principalmente as suas raizes tuberosas, que sdo usadas na medicina popular
como anti-reumaticas, anti-inflamatorias, analgésicas (NICOLOSO, 1999), anti-
tumorais, anti-diabetes, toénico afrodisiaco (MAGALHAES, 2000), anti-
cancerigeno, no combate a disturbios gastricos (FREITAS et al.,, 2004) e de
doencas relacionadas a memoria, ao estresse e ao envelhecimento
(TASCHETTO e PAGLIARINI, 2001). Essas propriedades séo atribuidas as
substancias como acido oleandlico, B-glicopiranosil oleanolato, ecdisterona,
rubrosterona, ecdisteroides, acido glomérico (triterpenoide), acido pfamérico
(nortriterpenoide) e saponinas triterpénicas encontradas nos tecidos da planta
(PARIS et al., 2000; VIGO et al., 2003; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008).



25

Em virtude de seu potencial medicinal e econémico, a espécie tem
sofrido intensa exploracdo predatéria nos seus habitats (MING e CORREA,
2001). Este fato, aliado a diminuicdo do seu ambiente natural (consequéncia da
agricultura, expansdo urbana, inundacdes com barragens) coloca em risco
suas populacdes nativas (SEMA-PR, 1995; CORREA JUNIOR, 2003; RIO
GRANDE DO SUL, 2003).

Devido a grande semelhanca morfologica existente entre algumas
espécies de Pfaffia, ocorrem problemas na identificacdo do material que é
comercializado em feiras populares e até mesmo o que é usado como matéria
prima em medicamentos manipulados. As raizes de varias espécies de Pfaffia
sdo comercializadas como “ginseng brasileiro” podendo levar ao uso indevido e
consequente ocorréncia de efeitos indesejaveis para a populacéo. Estudos tém
sido realizados com o objetivo de definir e validar métodos de controle de
qualidade, como por exemplo, a quantificagdo das saponinas em Pfaffia
glomerata por espectrofotometria (VIGO et al., 2003). Alguns autores enfatizam
a necessidade de pesquisas que contribuam para o maior conhecimento da P.
glomerata, visando fornecer subsidios a conservacdo e ao manejo sustentavel
da espécie (MAGALHAES, 2000; CORREA JUNIOR et al., 2008).

O uso popular acabou por despertar também o interesse do meio
cientifico pelo “ginseng brasileiro”. Sobre a composigdo quimica de Pfaffia
glomerata, as principais substancias responsaveis pela atividade biolégica da
espécie sao os ecdisteroides, sendo a [(-ecdisona, esteroide analogo a um
horménio de insetos, 0 mais importante empregado nas formulacdes
cosméticas e na indastria farmacéutica (SHIOBARA et al., 1993; CORREA
JUNIOR. et al., 2002; VIGO et al., 2004).

A B-ecdisona tem sido relatada em varias espécies de Pfaffia, incluindo
Pfaffia glomerata (SHIOBARA et al.,, 1993; GOMES et al.,, 2010; SERRA,
FELIPE e CORTEZ, 2012), P. paniculata (Mart.)) Kuntze, P. stenophylla
(Spreng) Stuchlik e Pfaffia iresinoides (Kunth) Spreng (FESTUCCI-BUSTELLI
et al., 2008). Estas substancias podem ser usadas como agroquimicos ou
fitoterapicos e podem estar envolvidas em processos bioquimicos e fisiologicos
tanto em plantas como em animais (FESTUCCI-BUSTELLI et al., 2008).
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Foi demonstrada atividade antimicrobiana para extratos de Pfaffia
glomerata (SCHNEIDER et al., 2008; MOURA et al., 2011) e efeito contra o
molusco Biomphalaria glabrata e Leishmania brasiliensis (ALVIM et al., 1999).
Pesquisas psicofarmacoldgicas visando confirmar o uso da planta como ténico
afrodisiaco (MARQUES et al., 2004, FREITAS et al., 2004) e no combate a
doencas relacionadas ao envelhecimento, perda de memodria e estresse,
também ja foram conduzidas (MICHIRO et al., 1999; PARIS et al., 2000). O
extrato hidroalcodlico das raizes de P. glomerata apresenta atividade
adaptégena (revigorante) (NICOLODI et al., 2002), enquanto o extrato aquoso
das mesmas inibe a secrecao acida e protege a mucosa gastrica contra Ulceras
(FREITAS et al., 2004; OTOFUJI, 2005). Adicionalmente, o extrato padronizado
das raizes é capaz de promover o aprendizado e melhorar a memoria de
camundongos idosos (MARQUES et al., 2004).

O extrato metandlico, obtido das raizes tuberosas também foi testado
quanto a propriedade hipoglicemiante (ALVIM et al., 1999; SANCHES et al.,
2001). O efeito de suas raizes no controle do diabetes foi investigado em ratos,
revelando efeitos significativos nos parametros farmacoldgicos testados
(COSTA et al.,, 2000). A propriedade anti-diabética também foi avaliada
(MONTANARI JUNIOR, 2005).

O crescimento da importancia econémica das raizes de P. glomerata
gerou interesse nos agricultores que passaram a ver na espécie uma nova
opcdo agricola. Este fato, por sua vez, fez com que pesquisadores da area
agrondémica também voltassem sua atencao para o “ginseng brasileiro”. Assim,
ao longo dos ultimos anos, propagacdo e cultivo in vitro (OLIVEIRA, 1998;
RUSSOWSKI e NICOLOSO, 2003; GUPTA et al., 2011; IAREMA et al., 2012),
aclimatizacdo (SKREBSKY et al., 2006), ciclo, produtividade (CORREA
JUNIOR. et al., 2002), manejo da cultura e reproducdo da espécie (NICOLOSO
et al., 1999; NICOLOSO et al., 2001) vém sendo bastante estudados.

Sobre a variagdo fenotipica, Figueiredo et al. (2002) analisaram 23
acessos oriundos das varias regifes do Brasil, avaliando o peso fresco e seco

da parte aérea e da raiz, o numero de folhas, o indice de colheita e o teor de [3-
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ecdisona, tendo encontrado diferenca significativa para todas as variaveis,

entre todos 0s acessos.

A diversidade genética de quatro populacbes brasileiras de Pfaffia
glomerata foi avaliada por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA —
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), caracteres morfologicos e teor de
B-ecdisona, indicando que ndo € recomendavel utilizar apenas um tipo de
caracteristica, seja ela fenotipica ou molecular, para estimar a diversidade
genética, uma vez que as correlacdes entre as distancias genéticas de cada
caracteristica foram baixas para P. glomerata (KAMADA, 2006; KAMADA et al.,
2009).

Do ponto de vista citogenético, o numero de cromossomos, O
comportamento meiético e a fertilidade do pdlen de populacdes de P.
glomerata foram estudados através de citogenética classica (TASCHETTO e
PAGLIARINI, 2001; 2003). Esses autores encontraram 2n=32, 33 e 34
cromossomos, com um par de constricdes secundarias e nucleo interfasico
arreticulado. Entretanto, ndo foram apresentados detalhes do cariétipo de P.

glomerata.

Apesar das numerosas informacdes geradas para a espécie, trabalhos
que incluam técnicas de bandeamento cromossémico com fluorocromos 4°6-
diamino-2-phenylindole (DAPI) e cromomicina (CMAg), estudos de citogenética
molecular como hibridagéo fluorescente in situ (FISH), e determinacdo da
quantidade de DNA ainda ndo foram realizados com a espécie Pfaffia
glomerata.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi obter um representante
poliploide do “ginseng brasileiro” por indugéo de duplicagdo cromossémica in
vitro. Buscou-se também caracterizar cromossomicamente representantes
diploide e poliploide induzido da espécie, além de comparar o teor de [3-

ecdisona nas raizes de Pfaffia glomerata com diferentes ploidias.
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CAPITULO | - CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA, POLINICA E
QUANTIDADE DE DNA EM Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais rico em plantas que se destacam por suas
propriedades medicinais capazes de auxiliar no tratamento de uma grande
variedade de doencas, tais beneficios devem-se aos constituintes quimicos
sintetizados por tais vegetais. Um grupo importante de plantas utilizadas na
medicina popular brasileira é o das “fafias”, espécies do género Pfaffia
(Amaranthaceae), que tém sido utilizadas como alternativa ao “ginseng
coreano”, Panax ginseng (Araliaceae) (RATES e GOSMANN, 2002).

Pfaffia glomerata, uma das plantas reconhecidas como “ginseng
brasileiro”, ganhou espago no comércio nacional principalmente por ser
considerada fonte do esteroide B-ecdisona (CORREA JUNIOR, 2003).

Trata-se de uma planta perene, que geralmente ocorre em orlas de
matas e beiras de rios, podendo ser propagada por estacas e sementes. Suas
flores sdo hermafroditas e quanto a sua reproducdo ndo esta claramente
definida como planta al6gama ou autdgama (MONTANARI JUNIOR, 2005).

A planta vem sendo bastante submetida a coleta predatéria, com sério
risco de extingdo, 0 que gerou interesse por seu cultivo manejado. A partir de
entdo, estudos indicaram a existéncia de varios morfotipos e também uma
variacdo, conforme o acesso estudado, na concentragdo de [(-ecdisona, seu
principio ativo presente principalmente nas raizes tuberosas (KAMADA et al.,
2009). Tais indicacBes sugerem uma variagcdo genética entre acessos de P.
glomerata.

Estudos de citogenética vegetal sdo valiosos no intuito de fornecer
informacBes a respeito das plantas e mostram-se como ferramenta Util na
solucédo de problemas envolvendo provaveis relacdes entre familias, géneros,
espécies e variedades. Seus resultados também podem auxiliar na
identificacdo correta de espécies e servir de subsidio para classificacdo de
grupos vegetais.

Dessa forma, com o intuito de contribuir para o conhecimento da
espécie, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar P. glomerata a partir de
estudos citolégicos por citometria de fluxo, citogenética e palinologia.
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1.1 Estimativa da quantidade de DNA por Citometria de Fluxo

As estimativas da quantidade de DNA e nivel de ploidia, por meio da
técnica de citometria de fluxo, contribuem em estudos de problemas
taxondémicos, evolutivos (MOSCONE et al., 2003; SUDA et al., 2006; DOLEZEL
et al., 2007; KRON et al., 2007; CAROVIC-STANKO et al., 2010; LEPERS-
ANDRZEJEWSKI et al., 2011) e também na caracterizacdo e selecdo de
plantas de interesse econdmico (OCHATT, 2008). Tal método tem se mostrado
eficiente na pesquisa do genoma de plantas principalmente pela
reprodutibilidade, precisédo e rapidez, além de requerer pequenas quantidades
de tecido vegetal por amostra (BENNET e LEITCH, 1995; DOLEZEL et al.,
1998; DOLEZEL, 2007).

A técnica foi inicialmente desenvolvida para contagem e andlise rapida
de células sanguineas. A partir da década de 80 comecou a ser adaptada para
células vegetais (DOLEZEL, 1997). O procedimento envolve a andlise das
propriedades oOticas de particulas em fluxo, movendo-se em relacdo ao ponto
de medida. As particulas permanecem hidrodinamicamente contidas no centro
de um fluxo estreito de liquido e passam por um foco de luz intensa, o que
permite a excitacdo dos fluorocromos presentes nessas particulas. Os pulsos
de luz e de fluorescéncia sdo colhidos por um sistema de deteccdo Otica,
separados por filtros e convertidos em pulsos elétricos por sensores 0ticos
(DOLEZEL, 1997).

Quando o material de estudo € de origem vegetal, 0 processo consiste
no isolamento dos nucleos (em geral de tecido foliar) em uma suspensédo
contendo um tampao de lise celular, coloracdo dos nucleos suspensos com um
fluorocromo e leitura da fluorescéncia emitida pelos mesmos em um citbmetro
de fluxo. A fluorescéncia é proporcional ao conteudo de DNA, visto que o
fluorocromo usado € intercalante de bases nitrogenadas. Um padréo interno,
isto €, um material cuja quantidade de DNA €& conhecida, permite que os
valores relativos sejam convertidos em valores absolutos. Normalmente, séo
verificados dois picos de fluorescéncia, aquele dos nucleos 2C (células em GO

e G1) e aguele dos nucleos 4C (células em G2). Os tipos de fluorocromos mais
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empregados sdo o DAPI (diamidino- 2-fenilindol), IP (iodeto de propidio) e BR
(brometo de etidio), em concentragdes varidveis (BENNET e LEITCH, 1995).

A quantidade de DNA nuclear de um dado organismo, normalmente
referida como valor C, expressa o tamanho do seu genoma. O valor C define a
quantidade de DNA do lote haploide, ndo replicado, de um individuo. Essa
guantidade é expressa em picogramas (pg), ou em mega pares de bases de
nucleotideos, sendo 1 pg = 978 Mb (CROS et al., 1994; DOLEZEL, 1997).

Apesar de a quantidade de DNA dentro de uma espécie ou dentro de um
mesmo individuo ser aceita como constante, podem ocorrer excegdes. Em
muitos casos, ocorre variagdo intra-especifica devido a aneuploidias, presenca
de cromossomos supranumerarios, perdas ou duplicacbes de segmentos
cromossOmicos e até mesmo, duplicacbes do genoma inteiro, como tem sido
relatado para Lippia alba, que apresenta diferencas em relacédo ao valor 2n de
cromossomos (PIERRE, 2004; 2011). Essas diferencas podem ter grande
efeito na quantidade de DNA do genoma de uma espécie (CECCARELLI et al.,
1995; OHRI, 1998).

O contetudo de DNA nuclear em plantas tem sido considerado como um
relevante parametro para a caracterizacdo gendmica, com aplicabilidade em
estudos evolutivos, de biodiversidade (KNIGHT e BEAULIEU, 2008) e trabalhos
envolvendo marcadores moleculares (BENNET e LEITCH, 2005). O
conhecimento do tamanho do genoma de plantas também fornece informacdes
Uteis para inameras areas da Ciéncia, como Biologia Celular, Ecologia,
Fitogeografia, Sistematica, Taxonomia e Melhoramento genético (DOLEZEL et
al., 2007; KOLAR et al., 2009).

O género Pfaffia ndo conta, até o momento, com qualquer estimativa da
guantidade de DNA de seus representantes, seja por citometria de fluxo ou
outra metodologia (BENNETT e LEICH, 2012).

Mesmo que a citometria de fluxo seja capaz de detectar variagdes intra-
especificas no conteddo de DNA de uma espécie, quando, por exemplo, a
variacdo for proveniente de duplicacdo ou perda de segmentos de um

cromossomo, essa metodologia ndo permite identificar qual dos cromossomos
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apresenta tal variacdo (DOLEZEL, 1997). Para esse fim, é necessario o
emprego de metodologias auxiliares, capazes de identificar em qual par
cromossOmico esti presente a variacdo. A citogenética neste aspecto € uma
ferramenta bastante Gt que permite observar irregularidades nos
cromossomos traduzidas em alteragcbes numeéricas e estruturais dos mesmos
(SYBENGA, 1992).

1.2 Citogenética classica e molecular na caracterizacdo de espécies
vegetais

A coloracdo convencional dos cromossomos fornece parametros
morfologicos, tais como tamanho dos bracos, posicdo dos centrdbmeros e
localizacdo das constricbes secundérias. Entretanto, o0s padrdes
cromossbmicos revelados por técnicas tradicionais, muitas vezes, sao
insuficientes para caracterizar de forma detalhada um cariétipo, especialmente
guando os cromossomos sdo pequenos e semelhantes entre si. Dessa forma,
para um estudo mais refinado dos cari6tipos as técnicas de bandeamento

cromossOémico surgiram como uma ferramenta util.

A partir da década de 1980, as técnicas de coloragdo diferenciada tém
permitido uma distincdo longitudinal dos cromossomos através do
bandeamento C e bandeamento com fluorocromos 4 6-diamino-2-phenylindole
(DAPI) e cromomicina (CMA;3). Estas metodologias geram blocos de coloracao
diferenciada (bandas) que possibilitam maior detalhamento da estrutura e
morfologia dos cromossomos individuais em compara¢do com resultados de
coloracdo convencional (BRASILEIRO-VIDAL e GUERRA, 2002; ZANELA,
2009).

A heterocromatina, definida por Heitz (1928) como segmentos
cromossOmicos que permanecem condensados durante todo o ciclo celular,
um dos caracteres mais importantes para a descricdo dos cromossomos
(COELHO, 2009).

Preparacdes cromossémicas com os fluorocromos DAPI e CMA3z

produzem padrdoes de bandeamento de acordo com sua afinidade pelas bases
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do DNA (SCHWEIZER, 1976). O fluorocromo DAPI destaca regifes
heterocroméaticas ricas em bases nitrogenadas adenina e timina (AT), enquanto
a cromomicina Az (CMA3;) apresenta alta afinidade por regides
heterocromaticas ricas guanina e citocina (GC). Para aumentar o nivel de
contraste entre os fluorocromos, podem ser empregados antibidticos que
funcionam como contra-corantes favorecendo a distincdo entre as bandas
cromossOmicas, podem ser usadas, por exemplo, distamicina (DA) e ou
actinomicina D (AMD) (ZANELA, 2009).

Os resultados obtidos com o uso desses corantes fluorescentes
permitem também um melhor entendimento sobre a origem e evolucdo dos
cariétipos de plantas, ja que viabilizam uma comparacado entre os padrées de
bandas fluorescentes e sua distribuicdo nos diferentes cromossomos. Tais
metodologias contribuiram para o entendimento da evolucdo de espécies
dentro de grupos taxonOmicos no caso do género Selaginella (Pteridophyta)
(MARCON et al., 2005) e da espécie Clivia mirabilis (MURRAY et al., 2011).
Oferece ainda, auxilio na caracterizacao de espécies e variedades de plantas
como no estudo de Citrus (GUERRA, 1993), cultivares de mandioca (GUERRA
e CARVALHO, 2002), Lilium (SILJAK-YAKOVLEV et al.,, 2003), Crinum
(Amaryllidaceae) (AHMED et al.,, 2004), Crotalaria juncea (Fabaceae)
(MONDIN et al.,, 2007), Alismataceae e Limnocharitaceae (FEITOZA et al.,
2010). As técnicas de coloracao com os fluorocromos CMA3; e DAPI também
podem ser usadas para rever a delimitacdo e propor uma classificacdo mais
estavel para grupos taxondmicos como realizado no género Christensonella
(Orchidaceae) (KOEHLER et al., 2008).

A hibridizacdo in situ (HIS) é uma das técnicas mais recentes na
citogenética e tem sido aplicada na caracterizacdo de espécies vegetais a fim
de localizar regibes cromossdmicas especificas em plantas silvestres ou

cultivadas.

Com esta ferramenta é possivel localizar por, meio de sondas,
diretamente nos cromossomos, sequéncias definidas de acidos nucléicos (DNA
ou RNA), genes ribossdmicos e sequéncias repetitivas arranjadas em tandem,

tais como as teloméricas e as centroméricas, possibilitando dessa maneira a
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construcdo de mapas fisicos dos cromossomos, auxiliando na analise e
investigacdo da estrutura, funcdo e evolucdo dos mesmos (LEITCH et al.,
1994; BRASILEIRO-VIDAL e GUERRA, 2002).

As sondas feitas a partir de sequéncias repetitivas sdo as mais
utilizadas, pois oferecerem maior facilidade de deteccéo e sinais mais visiveis.
Das sondas de sequéncias repetitivas, a mais aplicada é a sequéncia de DNAr
45S, pois € um arranjo altamente conservado e portanto aplicavel a todas as
espécies de plantas (FLAVELL, 1989; HESLOP-HARRISON, 2000). Também
bastante utilizada é a sequéncia de DNAr 5S (LAWRENCE e APPELS, 1986).

E vélido ressaltar, que pela sua relagdo com as regides organizadoras
de nucléolo (RONSs), a localizacdo, o polimorfismo e o nimero de sitios de
DNAr 45S séo ferramentas Uteis nos estudos de citotaxonomia e evolucao
cromossomica (HESLOP-HARRISON, 2000; RAINA et at., 2001).

Gragas a sua versatilidade, essa técnica pode ser util em estudos com
as mais variadas abordagens. A FISH permite distinguir estruturalmente
citotipos similares, inclusive com mesmo numero e morfologia cromossémica
similar como em Citrus (CARVALHO et al., 2005) e grupos aparentemente
monofiléticos, como Passiflora (MELO e GUERRA, 2003).

Sequéncias de DNA ribossomal, podem fornecer dados para descricao
dos cari6tipos e posteriores comparacdes sobre a evolugdo das plantas. Tais
sequéncias ja foram investigadas em cariotipos de Silene (SIROKY et al.,
2001), Passiflora (MELO e GUERRA, 2003), Asteraceae (BAEZA e
SCHRADER, 2005), Lippia alba e Lantana camara (BRANDAO et al., 2007),
Oryza, (CHUNG et al., 2008) Alismataceae e Limnocharitaceae (FEITOZA et
al., 2010), Clivia mirabilis (MURRAY et al., 2011) e Catharanthus roseus
(GUIMARAES et al., 2012).

E possivel também, mapear nos cariétipos as regibes teloméricas a
semelhanca do que foi realizado para Alliaceae (SYKOROVA et al., 2006) e
mesmo identificar genes especificos, como feito no estudo de Phaseolus
vulgaris (PEDROSA et al., 2003).
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Adicionalmente, a partir da localizacdo de regides organizadoras do
nucléolo (RONs) por hibridizagcdo in situ fluorescente, € possivel a
determinacdo da origem poliploide de espécies vegetais como no caso do
subgénero Rosa (FERNANDEZ-ROMERO et al., 2001) e dos géneros
Hordeum (TAKETA et al., 2005) e Iris (LIM et al., 2007).

Em alguns dos estudos citados acima ficou claro que o uso de
metodologias para coloracdo diferencial de cromossomos € uma ferramenta
importante para a diferenciagdo, caracterizacdo e até mesmo a visualizacao
dos processos evolutivos das espécies. No entanto, para a espécie P.
glomerata ainda nao existem dados publicados sobre sua caracterizacao
cromossOmica através de bandeamento com os fluorocromos CMA3; e DAPI ou

mesmo a partir da técnica de hibridizacé&o in situ fluorescente (FISH).

1.3 Estudo dos gréos de pdlen

Para a caracterizacdo da biodiversidade vegetal, também pode ser
empregada a Palinologia (EDLUND, 2004), que é o estudo dos graos de pélen,
estruturas microscopicas das fanerbgamas que transportam a célula
reprodutora masculina e que, portanto estado diretamente relacionados com a
reproducdo e a perpetuacdo da espécie. O fato da morfologia polinica nao
estar sujeita as alteracbes ambientais sendo desta forma bastante estavel,
torna o estudo dos graos de pélen altamente eficaz para a Taxonomia Vegetal,
colaborando para o entendimento das relacdes entre os diferentes grupos de
plantas, na tentativa de tracar as linhas evolutivas entre os taxons. (VISHNU-
MITRE e SHARMA 1962; SALGADO-LABOURIAU, 1973).

O exame de polens maduros permite avaliar algumas caracteristicas
anatdbmicas e fisiolégicas importantes, fundamentais para a sua completa
maturagéo e desenvolvimento, tais como: numero de nucleos e poros, tamanho
do podlen e quantidade de amido (ZANOTTO et al., 2009). Portanto, a variacao
na estrutura do grdo de pélen de uma determinada pode fornecer indicios de
variabilidade genética dentro de uma mesma espécie.

Tais estruturas foram estudadas pela primeira vez por Malpighi, em
1670. Este cientista italiano fez observagbes no polen principalmente em
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relacdo a sua cor e forma. Alguns outros caracteres morfolégicos também
possuem grande importancia na descricdo dos poléns, destacando-se as
aberturas (ERDTMAN, 1966; BARTH e MELLHEM, 1988; PUNT et al., 2007), a
estrutura e ornamentacdo da parede, além da unidade polinica (BARTH e
MELLHEM, 1988; BLACKMORE, 2007).

A técnica de preparacéo polinica mais utilizada nos estudos dos graos
de polen é a acetdlise de Erdtman 1952 (modificada em MELHEM et al., 2003),
que consiste na hidrélise acida aplicada aos graos de pdlen através de uma
mistura de anidrido acético e acido sulfarico com proporcdo de 9:1. Nesta
técnica objetiva-se a eliminacdo do conteudo celular, 0 que proporciona a

visualizacao e o reconhecimento dos caracteres morfolégicos.

Em alguns casos, quando os graos de pélen sdo muito frageis e nao
resistem a acetélise convencional, utiliza-se a técnica de acetdlise lactica de
Raynal e Raynal (1971), a qual consiste na diminui¢cdo de anidrido acético e no

acréscimo de acido lactico, tornando a mistura acetolitica mais fraca.

Independente da técnica utilizada para a preparacéo dos graos de polen,
na maioria das vezes sdo montadas laminas com gelatina glicerinada para a
observacdo por microscopia de luz, e tomadas as medidas necessarias.
Normalmente sdo medidos os diametros dos graos de poélen (vertical e
horizontal), suas aberturas e sua exina (MELHEM e MATOS,1972; SALGADO-
LABOURIAU, 1973). Assim, pode-se realizar uma analise estatistica descritiva
com base nas medidas para comparar os graos de podlen dos diferentes

materiais estudados.

Trabalhos que se valem de palinologia séo bastante relevantes para
organizacdo de grupos taxondmicos, estudos filogéticos e descricdo de floras
locais (SIMPSON et al., 2003; JUDD e OLMSTEAD, 2004; DOYLE, 2005 ). Ha
registros de estudos com de espécies da caatinga (GOMES JUNIOR., 1966;
LIMA et al., 2006; 2008; BURIL et al., 2010; BURIL, ALVES e SANTOS, 2011),
do semi-arido (DU BOCAGE et al., 2008; SANTOS e ROMAOQ, 2008) e da
restinga fluminense (SOUZA, MENDONCA e CONCALVES-ESTEVES, 2010).

Muitas vezes o foco dos trabalhos é auxiliar na taxonomia e filogenia de
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determinado grupo, como realizado para Gesneriaceae (FOURNY et al., 2010)
e em Passiflora (DETTKE e SANTOS, 2009).

Para Amaranthaceae os primeiros estudos polinicos foram conduzidos
por Martius em 1826. Em publicacdes posteriores os autores classificaram a
familia como euripalinolégica gracas a sua morfologia polinica variavel
(tamanho, abertura, escultura) (ERDTMAN, 1952; LIVINGSTONE, 1972,
LLIVINGSTONE et al.,, 1973; SRIVASTAVA et al.,, 1977, MARKGRAF e
D’ANTONI, 1978; BLACKMORE e BARNES, 1991; TOWNSEND, 1993).
Existem também estudos focados na a flora de Amaranthaceae do Brasil
(BARTH et al. 1976; CRUZ e MELHEM, 1979; BAUERMANN et al., 2009).

Com relacdo ao género Pfaffia, recentemente foram descritos os polens de trés
espécies: Pfaffia gnaphaloides, P. tuberosa e P. glomerata, juntamente com
Hebanthe eriantha (BASTOS, BAUERMANN e MARCHIORETTO, 2010).

2 OBJETIVOS

Em funcdo da caréncia de informacdes para a espécie Pfaffia glomerata,
sua relevancia medicinal e econGmica, o0 presente estudo teve como objetivos
caracterizar a espécie a partir de estudos de quantidade de DNA, citogenética

e palinologia. Os objetivos especificos foram:

- Estimar, por citometria de fluxo, o contetdo de DNA nuclear de 61 acessos de

Pfaffia glomerata;

- Caracterizar citogeneticamente os cromossomos de Pfaffia glomerata,
utilizando técnicas de coloracdo cromossomal com Giemsa, bandeamento
CMA3/DA/DAPI e hibridizagao in situ fluorescente (FISH) com sondas para
DNAr 45S e 5S;

- Aplicar a técnica de acetdlise para caracterizar morfologicamente o grédo de

polen de diferentes acessos de Pfaffia glomerata.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico

Sessenta e um acessos de P. glomerata provenientes de quatro
populacdes de diferentes localidades do Brasil (Tabela 1) foram cedidos in vitro
(Figura 1A) pelo Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de
Vigcosa. Exemplares Voucher foram depositados no Herbario Leopoldo Krieger

da UFJF conforme as técnicas usuais.

Tabela 1 - Numero de individuos e procedéncia de quatro populacbes de
Pfaffia glomerata

Populacao N°. de Local de coleta Coordenadas
individuos geogréficas

P1 19 Rio Ivai, Queréncia do Lat 23° 13" 09,2”

Norte, Parana, Brasil Long 53° 34 07,6”
Alt. 233 m.

P2 18 llha do Mineiro, Lat 23° 07" 27"
Queréncia do Norte, Long 53°38° 49,9
Parand, Brasil Alt. 239m.

P3 16 Porto Primavera, Lat 22° 33" 24,1”
Baitapora, Mato Grosso Long 53°06° 13,9”
do Sul, Brasil Alt. 239 m.

P4 11 Parque Estadual de llha Lat 23° 23" 09,7”
Grande, Vila Alta, Parana, Long 53° 50" 02,1
Brasil Alt. 232 m.

Todos os acessos foram mantidos in vitro com meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) sem adicdo de hormdnios reguladores conforme as técnicas
usuais (Figura 1A). O material permaneceu em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 40 pmolesm™s™,
fornecida por lampada fluorescente branca.
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O processo de aclimatizacdo consistiu na retirada das plantas dos tubos
de ensaio, lavagem das raizes com agua corrente para retirada dos residuos
de meio de cultura e em seguida transferéncia para copos plasticos, contendo

Plantmax® como substrato (Figura 1B).

Figura 1. Acessos de Pffafia glomerata em diferentes estdgios de desenvolvimento. (A)
Acessos in vitro em meio MS sem adicdo de horménios. (B) Acesso em processo de
aclimatizacdo em substrato Plantmax®.

O plantio foi realizado ap6s as 16h para evitar transpiracdo excessiva.
Cada vaso foi protegido com sacos plasticos, propiciando a formacdo de um
micro clima favoravel ao estabelecimento das plantulas. O material foi mantido
em casa de vegetacdo com temperatura média de 28°C e irrigacao diaria, por
no minimo 30 dias. Em seguida, as plantas foram transferidas para vasos de
plastico preto (12 x 22 x 0,5 cm) contendo Plantmax® como substrato. O cultivo
ocorreu em casa de vegetacdo com controle de temperatura, fotoperiodo,

umidade e irrigacao (Figura 2).



Figura 2. Acessos de Pfaffia glomerata em casa de vegetacédo apés seis meses de cultivo em
substrato Plantmax®.

Decorridos pelo menos dois meses, foram retiradas estacas das plantas
para enraizamento e obtencdo de meristemas radiculares para posteriores

estudos citogenéticos.

3.2 Estimativa da quantidade de DNA por citometria de fluxo

Para determinar a quantidade de DNA dos acessos mantidos in vitro,
aproxidamente 25 mg de tecido foliar de Pfaffia glomerata e 0 mesmo peso de
tecido foliar do padrdo interno de referéncia (Solanum lycopersicum cv.
Stupické) foram macerados com auxilio de uma lamina de bisturi em uma placa
de Petri contendo 1 mL do tampé&o LBO1 gelado, a fim de liberar os nucleos em
suspensdo (DOLEZEL et al., 1989). O tecido macerado foi aspirado através de
duas camadas de gaze com auxilio de uma pipeta plastica e posteriormente
fitrado em uma malha de 50 um, sendo coletado em um tubo de poliestireno. A

coloragdo dos nucleos se deu pela adigcdo de 25 uL de uma solugéo de 1
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mg/mL de iodeto de propideo (IP) a suspensao. Adicionalmente 5 uL de RNAse
foram adicionados a cada amostra. Para cada amostra, pelo menos 10 mil
ndcleos foram analisados usando uma escala logaritimica para os histogramas
obtidos. A analise foi realizada no citdbmetro FacsCalibur e os histogramas
foram obtidos pelo sofware Cell Quest. A avaliacdo estatistica foi realizada por
meio do software WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html). O
contetdo de DNA em picogramas foi estimado como mostrado a seguir:

Amostra (2C)=(valor observado no canal do pico da espécie/valor

observado no canal do pico do padréo)xquantidade de DNA do padrao interno.

Trés amostras de cada acesso foram processadas. A andlise de
variacdo no conteudo de DNA entre os acessos foi obtida por analise de

variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%.

3.3 Andlise citogenética
3.3.1 Preparo das laminas

Para a obtencdo de nudcleos interfasicos e cromossomos metafasicos,
estacas de Pfaffia glomerata, mantida na casa de vegetacdo da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), foram submetidas a enraizamento em agua da
torneira a temperatura ambiente. Foram avaliados citogeneticamente o0s
acessos 13, 35, 46, 70, 22, 61 para representar as quatro populacdes
disponiveis para o estudo. Raizes com aproximadamente 1,5 cm de
comprimento foram coletadas e tratadas com 8-hidroxiguinoleina (8-HQ) a
0,002 M por 4 h e 45 min, a 9°C. Em seguida, foram fixadas em solucdo de
Carnoy (3 etanol:1 acido acético glacial) e armazenadas em refrigerador, por

no minimo 24 h.

As raizes tratadas passaram por lavagens em agua destilada.
Posteriormente, foram digeridas em uma solucdo enzimatica de 2% (p/v)
celulase Onozuka R-10 (Serva)/20% (v/v) pectinase (Sigma) em estufa a 37°C
por 4h e 30 min. Os meristemas radiculares foram separados para preparo de

laminas de microscopia segundo a técnica de secagem ao ar (CARVALHO,
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1995). Apos a secagem, as laminas foram coradas em solucdo Giemsa 2%
(Merck), exceto aquelas destinadas as técnicas de citogenética molecular. A
observacédo do material foi realizada em microscépio de luz (Olympus BX 51)

com aumento de até 1000x.

3.3.2 Morfometria cromossOmica

Para confirmar o numero de cromossomos na espécie, foram
observadas 50 metafases do material em estudo. Para cada técnica aplicada,

10 metafases espalhadas foram avaliadas.

Para a montagem do idiograma os cromossomos foram ordenados pelo
tamanho decrescente do braco curto e os seguintes parametros foram usados:
Comprimento do lote haploide (CLH); comprimento do braco curto (BC);
comprimento do bragco longo (BL); comprimento total do cromossomo
(CT=BL+BC); relacdo entre bracos (r=BL/BC); indice centromérico
(IC=BC100/CT); comprimento relativo do cromossomo (CR=100CT/CLH). A
classificagdo dos cromossomos, considerando a raz&o de bracgos, foi baseada
em Levan et al. (1964).

O grau de assimetria do cari6tipo foi estimado conforme proposto por
proposto por Watanabe et al. (1999): Ai=(BL-BC)/(BL+BC) e A=(1/n)ZAi, onde n
€ 0 numero haploide de cromossomos e "A" varia de zero (caribtipo

completamente simétrico) a um (cariétipo totalmente assimétrico).

3.3.3 Bandeamento cromossdmico com CMA3/DA/DAPI

Para a coloracdo com CMA3/DA e DAPI foi usado o procedimento
descrito por Schweizer (1976). As laminas passaram por um envelhecimento
de pelo menos trés dias antes das técnicas de coloracdo e foram banhadas em

HCI, 1 M por 10 min antes do inicio do protocolo convencional.

Sobre as laminas secas foram aplicados 30 ul de tampao com CMAg;,

preparada em de concentragao de 0,1 mg/mL, em tampao Mcllvaine contendo



42

0,5 mM de MgCl, e mantidas em geladeira. A seguir 0 material foi coberto com
laminulas plasticas e mantido a temperatura ambiente no escuro por 1 h.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua destilada e secas ao ar,
no escuro. Nas laminas ja secas, foram adicionados 30 ul da solugdo de
distamicina, 0,1 mg/ml, as quais foram incubadas durante 30 min, no escuro, e
em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas passaram por uma rapida

lavagem com agua destilada e novamente foram secas ao ar.

Foram aplicados 30 ul da solugcdo de DAPI e mais uma laminula plastica
foi usada, as preparacdes citoldgicas permaneceram mais 30 min no escuro.
Em seguida, as laminas passaram por uma rapida lavagem com agua destilada

e novamente foram secas ao ar e no escuro.

As laminas foram montadas em meio antifade (30 ul). Passados pelo
menos sete dias em refrigerador, o material foi analisado em microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX 51) com filtro especifico para o fluorocromo DAPI
com comprimento de onda de 360 a 390 nm e filtro apropriado para 0 CMA;
com comprimento de onda de 430 a 480 nm, as melhores imagens foram

capturadas para analise posterior.

3.3.4 Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH)

A sondas para a localizacdo de regibes de DNAr no genoma de P.
glomerata foram obtidas a partir de cepas de Escherichia coli transformadas
para este fim. Células de Escherichia coli foram transformadas por
eletroporacdo com os plasmideos vetores contendo as regibes do gene
ribossomal 5S (oriunda de DNA gendémico de milho) e DNAr 45S (produzida a
partir do genoma de trigo) sedidas pelo Laboratério do Dr. Jiming Jiang
(University of Madison, Wisconsin, USA)

Para o processo de eletroporacao foi usado o aparelho Electroporator
2510 (Eppendorf). Células competentes TOP 10 (100 uL) foram retidas do
freezer -80°C e 1 yL de DNA plasmidial (100 ou 10 ng) foi adicionado ao

material que permaneceu no gelo por 10 min.O material foi transferido para
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uma cuveta de 1 mm com 40 mm de células competentes e submetido a um
pulso elétrico nas seguintes condi¢des: 1,7 kV, 200 W e 25 pF.

ApOs a incubacgdo das células a 42°C por 1 minuto e 30 segundos, 0
mesmo foi colocado novamente em gelo por 1 minuto, sendo adicionados 400

ML de LB para incubagao a 37°C por 30 minutos.

Terminada a incubacdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB
sélido contendo ampicilina, para crescimento de colénias com os plasmideos

de interesse (sonda de DNAr 45S ou 5S). Esta etapa ocorreu a 37°C overnight.

Para calcular a eficiéncia da transformacéo foi usada a seguinte formula:

CFU/ug = CFU x 1.10° pg x volume transformado x fator de diluic&o

pg Mg volume plagueado

Bactérias Escherichia coli transformadas, por eletroporagdo com o0s
plasmideos vetores contendo as regides do gene ribossomal 5S (oriunda de
DNA gendmico de milho) e DNAr 45S (produzida a partir do genoma de trigo),
foram multiplicadas em meio de cultura LB com ampicilina 100 mg/L overnight
a 37°C a 180 rpm. As regides de DNA ribossomal foram extraidas com o kit GE
Heathtare llustra™ PlasmidPrep MiniSpin e em seguida marcadas com
digoxigenina por meio da reagdo de nick translation com os kits BioNick e
DigNick (Roche), sempre conforme as instrugdes do fabricante.

O processo de hibridizacdo foi adaptado de Jiang et al. (1995). Para a
hibridizagdo in situ fluorescente, as laminas foram previamente banhadas em

solucéo de HCI 1 N, por 10 min.

Em seguida em cada lamina adicionou-se 100 pL de formamida 30%/2x
SSC diretamente nos cromossomos. Laminulas plasticas de 22x40 mm foram
usadas para cobrir o material. A lamina foi desnaturada em estufa (80-85") por
30 segundos, em seguida passou por uma seérie alcoodlica de banhos em etanol

70% gelado, etanol 90% e 100% por 5 min cada. Em seguida, a lamina foi seca
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ao ar e mantida em uma placa de Petri e ao abrigo da luz até a aplicacdo da

sonda.

A mistura de hibridizagdo foi montada conforme a tabela 2. O mix foi
pipetado e centrifugado brevemente e passou por desnaturacdo em estufa a
90°C por 10 min sendo imediatamente imerso no gelo até o momento da

aplicacao nas laminas.

Tabela 2 — Solucéo para hibridizagao in situ fluorescente em cromossomos de
Pfaffia glomerata

Reagente Quantidade
Formamida deionizada 100% 10 yL
Dextran sulfato 50% 4 uL
20x SSC 2 uL
Sonda 1 uL
Agua Ultrapura 2 uL

Foram entdo adicionados 19 pL do mix ja desnaturado em cada lamina
também desnaturada. Uma laminula de vidro foi colocada e selada. Para
completar o processo de hibridizagdo, a lamina foi mantida em uma camara

umida em estufa a 37°C por, no minimo, 48 h.

Passado o periodo de incubacgédo, a laminula foi removida em um banho
com solucédo de 2x SSC. Posteriormente, as laminas foram banhadas por 5 min
em 2x SSC; por 10 min em 2x SSC a 42°C e por 5min em 1x PBS, sendo entdo

Secas ao ar.

A deteccdo das sondas ocorreu por meio de anticorpos marcados com
fluorocromo (Digoxigenina) visivel sob a luz do microscopico de fluorescéncia
(Olympus BX 51). Foram misturados 20 pL de TNB Buffer 5x, 80 uL de ddH-0,
1 pL de Rhodamina anti-DIG e 1 yL de TRITC acoplado a Streptavidina, para
cada lamina.

Foram adicionados 100 pyL do mix de anticorpos com fluorocromo

diretamente sobre os cromossomos e uma laminula plastica foi usada para
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cobrir a regido de interesse. As laminas foram novamente incubadas em uma
camara Umida e escura em estufa a 37°C por 1 h. Em seguida, foram
realizados trés banhos, de 5 min cada, em TNT 1x. Posteriormente, as laminas
foram lavadas em PBS 1x por mais 5 min e contracoradas com 20 pL de
Vectashield/DAPI.

O material foi mantido em camara Uumida e escura na geladeira até o
momento da analise em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51).
Pelo menos 10 figuras representativas da espécie foram digitalizadas por meio
da camera Olympus U-TVO-63XC (SN1A48982 — T7 TOKYO, JAPAN) e

analisadas utilizando o software Imagepro-plus (Media Cybernetics).

3.4 Estudo dos gréos de podlen

Foram utilizados gréos de pdélen de 39 acessos de Pfaffia glomerata
provenientes de quatro populacdes de diferentes localidades do Brasil (Tabela
1).

A amostragem de 39 acesos foi determinada de maneira a representar
cerca de 50% de cada populacdo. A coleta das inflorescéncias foi feita na fase
de antese das flores, a fim de ser obter grédos de pdlen ja maduros.

Para a caracterizacdo dos grdos de poélen, foi utilizado o método de
acetolise de Erdtman (1960), com as modificacdes propostas por Melhem et al.
(2003). O material foi submetido a hidrélise acida, que consiste em anidrido
acético e acido sulfarico na propor¢ao de 9:1, eliminando seu conteudo celular
para observacdo da parede externa do pélen (exina). O material foi montado

em laminas permanentes com gelatina glicerinada.

Para cada acesso foram tomadas aleatoriamente as medidas de 25
graos polinicos, distribuidos em 5 laminas, sendo avaliados exatamente 5
graos de pdlen por cada lamina. As analises ocorreram em microscoépio de luz
(OLYMPUS BX 51) com objetiva de 1000x, sendo as imagens capturadas no
mAaximo uma semana apos a aplicacdo da técnica de acetélise (SALGADO-
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LABOURIAU, 1973), com o auxilio da por meio da camera Olympus U-TVO-
5XC-3 (7H01095, JAPAN).

As descri¢des polinicas e nomenclaturas utilizadas foram baseadas nos
trabalhos de Erdtman (1966), Thanikaimoni (1970); Barth e Melhem (1988) e
Punt et al. (2007). Foram avaliados o tamanho, a forma, o numero de aberturas

e 0 padrdo de ornamentacao da exina.

A andlise estatistica para comparacdo das médias entre 0s acessos foi

feita por analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estimativa da quantidade de DNA por citometria de fluxo

O padréo interno utilizado, Solanum lycopersicum (2C = 1,96 pg DNA),
mostrou-se eficiente para mensurar o conteido de DNA de P. glomerata. Um
histograma representativo da espécie pode ser analisado na figura 3. Verificou-
se que a quantidade de DNA néo apresentou diferenca estatistica significativa
entre 0os acessos de Pfaffia glomerata das quatro populacdes investigadas
(Tabela 3).
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Figura 3. Histograma representativo da quantidade de DNA de Pfaffia glomerata. Resultado
obtido por analise simultanea de folhas de Pfaffia glomerata e Solanum lycopersicum (2C=1,96
pg, DOLEZEL et al., 1998) coradas com iodeto de propideo. Os picos “A” e “B” representam
Go/G; de S. lycopersicum e P. golmerata respectivamente. Os picos “a” e “b” ilustram G, de S.

lycopersicum e P. glomerata respectivamente.
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Tabela 3 - Média das estimativas da quantidade de DNA (pg) de acessos de

Pfaffia glomerata obtidas a partir de trés repeticbes

Quantidade de DNA CV* Quantidade de Cv*
Acesso (pg) (%) Acesso DNA (pg) (%)
PGL 10 2,42 0,67 PGL 44 2,44 0,60
PGL 11 2,40 0,60 PGL 45 2,41 0,63
PGL 13 2,42 0,67 PGL 46 2,44 0,49
PGL 14 2,39 0,62 PGL 47 2,43 0,50
PGL 15 2,38 0,74 PGL 48 2,42 0,52
PGL 16 2,44 0,68 PGL 49 2,40 0,54
PGL 17 2,39 0,67 PGL 50 2,46 0,69
PGL 18 2,45 0,71 PGL 51 2,40 0,56
PGL 19 2,44 0,62 PGL 52 2,38 0,60
PGL 20 2,43 0,42 PGL 53 2,45 0,68
PGL 21 2,60 1,01 PGL 54 2,42 0,63
PGL 22 2,40 0,59 PGL 55 2,41 0,59
PGL 23 2,42 0,58 PGL 56 2,39 0,62
PGL 24 2,39 0,66 PGL 57 2,41 0,62
PGL 25 2,42 0,57 PGL 58 2,37 0,61
PGL 26 2,39 0,61 PGL 59 2,37 0,65
PGL 27 2,45 0,55 PGL 60 2,37 0,77
PGL 28 2,42 0,58 PGL 61 2,41 0,73
PGL 30 2,41 0,57 PGL 62 2,38 0,65
PGL 31 2,39 0,56 PGL 63 2,40 0,69
PGL 32 2,39 0,60 PGL 64 2,43 0,62
PGL 33 2,38 0,53 PGL 65 2,39 0,68
PGL 34 2,40 0,54 PGL 66 2,37 0,69
PGL 35 2,41 0,58 PGL 67 2,42 0,72
PGL 36 2,40 0,62 PGL 68 2,39 0,73
PGL 37 2,42 0,58 PGL 69 2,39 0,63
PGL 38 2,43 0,60 PGL 70 2,41 0,74
PGL 40 2,37 0,52 PGL 72 2,38 0,72
PGL 41 2,44 0,55 PGL 73 2,42 0,79
PGL 42 2,40 0,51 PGL 74 2,40 0,44
PGL 43 2,42 0,53

*CV = coeficiente de variagdo do pico G1 de Pfaffia glomerata.
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Com base em andlise estatistica, quantidades significativamente
diferentes de DNA n&o foram apontadas através da analise de variancia
(ANOVA). O coeficiente de variacdo (CV) médio foi de 0,63%.

A variacao observada nos resultados para os valores de 2C foi de 2,37 a
2,60 pg (Tabela 3). O valor médio de quantidade de DNA para a espécie Pfaffia
glomerata foi de 2,41 pg com CV médio 0,63%.

A técnica de citometria de fluxo foi realizada com o intuito de caracterizar
0s acessos de Pfaffia glomerata quanto ao nivel de ploidia e ainda determinar a

quantidade de DNA diploide para a espécie.

Os coeficientes de variacdo (CVs) obtidos para as amostras coradas
com iodeto de propideo (IP) foram inferiores a 3% (Tabela 3). Coeficientes de
variacéo abaixo de 3% indicam alto nivel de resolugdo (DOLEZEL, 1997) e que
0 preparo das suspensdes nucleares permitiu a obtencéo de nucleos intactos e
com coloracdo uniforme (DOLEZEL, 1991), o que sugere confiabilidade aos

resultados obtidos no presente trabalho.

Grupos morfologicos podem ser visualmente formados entre 0os acessos
cultivados na casa de vegetacdo da UFJF. Variacbes entre acessos de P.
glomerata foram mencionados por outros autores, Magalhdes (2000) atribui
essa plasticidade fenotipica a sua ampla distribuicdo geogréafica. Em um estudo
dos constituintes de 23 acessos do “ginseng brasileiro” foi encontrada diferenca
significativa para todas as variaveis analisadas, entre todos 0S acessos.
(FIGUEIREDO et al., 2002).

No entanto, esse agrupamento ndo se repetiu quando a caracteristica
avaliada foi a quantidade de DNA. Um unico nivel de ploidia foi observado, com
todos os acessos sem grandes varia¢cdes no conteudo 2C de DNA, ndo sendo
possivel, portanto, explicar a variacdo morfolégica com base em diferenca
significativa no tamanho do genoma de P. glomerata. Como foi identificado
apenas um nivel de ploidia, ao longo do texto P. glomerata sera referida como

diploide.
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Diante da homogeneidade dos resultados de citometria de fluxo, o que poderia
explicar a consideravel distingdo morfoldgica entre os acessos avaliados, seria
uma recente fragmentacdo das areas em que ocorreram as coletas, ndo
permitindo que, em curto prazo, houvesse mudancas significativas na
quantidade de DNA, sendo que a distancia minima entre as 4 populacoes é de
33 Km e a méaxima é de 119 Km (Tabela 4). Outra possibilidade € a expressao
diferenciada de genes nos diferentes acessos, sem que necessariamente
alguma diferenca significativa no conteuddo de DNA pudesse ser registrada.
Nesse caso, expressado diferenciada pode ser consequéncia, por exemplo, de
modificacbes na heterocromatina como acetilagbes e metilagbes
(BRASZEWKA-ZALEWSKA et al., 2010). Essas alteracdes sao capazes de
influenciar na expressao génica e fenotipica sem que a sequancia de DNA seja
alterada (GRAFI; ZEMACH; PITTO, 2007). Desta forma, os dados citométricos
obtidos nesta investigag&o, corroboram os resultados de Kamada (2006) no
qual foram analisadas as mesmas populacdes investigadas neste trabalho.
Ambos os estudos apontam para uma semelhanca genética entre 0s acessos

em detrimento das diferencas morfologicas observadas.

Tabela 4 — Relagdo de distancia entre as populacdes de Pfaffia glomerata

expressa em kildmetros (Km)

Populagdes Distancias (Km) Populacdes Distancias
P1-P2 13 P2-P3 84
P1-P3 88 P2-P4 35
P1-P4 33 P3-P4 119

Para a familia Amaranthaceae, que inclui o género Pfaffia, a quantidade
2C de DNA descrita até o0 momento varia de 0,85 (género Atriplex) a 9,70 pg,
sendo Celosia whiteii a espécie com o maior genoma registrado para a familia
(BENNETT e LEITCH, 2012). Dessa maneira, o valor encontrado de 2,41 pg
esta dentro dos valores descritos para Amaranthaceae e bastante proximo do
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valor 2C de DNA citado como médio (2,57 pg) para esse grupo (BENNETT e
LEITCH, 2012).

Em espécies de interesse econdmico/medicinal, é extremamente valido
o conhecimento do nivel de ploidia, uma fez que esse dado é util para delinear
estratégias de melhoramento genético e facilitar a triagem dos individuos alvo.
Outro ponto positivo é que esta técnica tem auxiliado na taxonomia e
sistematica de varios grupos de plantas, principalmente as que apresentam
semelhancas ou diferencas morfoldgicas devido a variacdo fenotipica
(DOLEZEL et al., 2007).

E importante ressaltar que ndo ha ainda na literatura relatos da
estimativa da quantidade de DNA por citometria de fluxo ou qualquer outra
metodologia, para o género Pfaffia (BENNETT e LEITCH, 2012).

4.2 Morfometria cromossémica

Os poucos relatos disponiveis na literatura cientifica do numero
cromossOmico de Pfaffia glomerata foram obtidos pelo mesmo grupo de
pesquisa e relatam 2n=32, 33 e 34 cromossomos (TASCHETTO e
PAGLIARINI, 2001; 2003).

As metafases coradas com Giemsa (Figura 4) e analisadas neste estudo
apresentaram numero cromossémico constante 2n=34 para Pfaffia glomerata.
O comprimento médio dos cromossomos variou de 1,97 um (cromossomo 3) a
1,17 pm (cromossomo 17). Ja o comprimento relativo dos mesmos ficou entre

6,79% (cromossomo 3) e 3,86% (cromossomo 17).
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Figura 4. Metafase mitética de Pfaffia glomerata corada com Giemsa. A seta indica a constricao

secundaria distendida. Barra=5 um.

Os cromossomos apresentaram morfologia e tamanhos bastante
semelhantes com férmula cariotipica representada por: 16M (metacéntricos) e
1SM (submetacéntrico), sendo o par de nimero 15 submetacéntrico. Dentre os
17 pares, somente um deles apresentou um par constricdo secundaria
proximal, com apenas uma destas, visivel em quase todas as metéafases

observadas, formando um satélite longamente distendido (Figura 4).

O comprimento do lote haploide (CLH) foi 28,54 um. Detalhes dos dados
morfométricos dos cromossomos de P. glomerata podem ser observados na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Dados morfométricos médios dos cromossomos de Pfaffia glomerata

Cromossomo BC (um) BL (um) CT (um) R IC CR (%) CC

1 0,84 1,03 1,87 1,22 4499 6,43 M
2 0,84 1,02 1,86 1,21 4516 6,41 M
3 0,83 1,14 1,97 1,38 42,01 6,79 M
4 0,83 1,06 1,89 1,28 43,80 6,49 M
5 0,82 0,98 1,80 1,20 4556 6,20 M
6 0,78 0,91 1,69 1,16 46,31 5,83 M
7 0,76 1,20 196 1,58 38,70 6,76 M
8 0,75 1,16 191 1,56 39,08 6,57 M
9 0,74 0,87 1,61 1,18 4585 5,56 M
10 0,73 0,83 156 1,14 46,77 5,38 M
11 0,73 0,79 152 1,08 48,03 5,23 M
12 0,69 0,72 1,41 1,04 48,94 4,86 M
13* 0,68 0,83 151 1,22 44,97 521 M
14 0,66 1,04 1,70 1,57 38,85 5,85 M
15 0,65 1,16 1,81 1,78 3595 6,23 SM
16 0,61 0,73 1,34 1,20 45,52 4,61 M
17 0,50 0,62 1,12 1,24 44,64 3,86 M
CLH 28,54

* medida sem considerar o satélite; Comprimento do lote haploide (CLH); comprimento do
braco curto (BC); comprimento do bragco longo (BL); comprimento total do cromossomo
(CT=BL+BC); relacdo entre bragos (r=BL/BC); indice centromérico (IC=BC100/CT);
comprimento do lote hapléide (CLH); comprimento relativo do cromossomo (CR=100CT/CLH);
metacéntrico (M); submetacéntrico (SM).

Os resultados do presente estudo indicam o nimero cromossémico igual
a 34 para Pfaffia glomerata e que a espécie apresenta Cromossomos
relativamente pequenos (1,12 a 1,97 um), sendo apenas um par deles com
constricdo secundaria, provavelmente relacionada com regido organizadora de
nucléolo (RON). Tais dados reforcam as observacdes de Taschetto e Pagliarini
(2003), que analisaram metafases soméaticas de 10 populagbes de P.
glomerata, coletadas em diferentes regibes do Brasil e Argentina, nas quais

também observaram apenas uma regido organizadora de nucléolos.
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A presenca de um par cromossémico com satélite polimorfico, gerado
pela ocorréncia de uma constricdo secundaria proximal longamente distendida
em um dos homélogos (Figura 4) sugere uma inversdo paracéntrica
heterozigota ou uma duplicacdo em tandem da RON, como ja observado para
uma espécie de Iridaceae (Eleutherine bulbosa) (GUERRA, 1988). Constricdes
secundarias e satélites polimorficos entre cromossomos homadlogos, ou mesmo
o polimorfismo entre células, pode ser explicado por provaveis eventos de
mutacdo envolvendo rearranjos de heterocromatina presente em regides de
constricdo secundaria, satélites e RONs ou modificacdo de heterocromatina
(BRASZESWKA-ZALEWSKA et al., 2010).

A contagem obtida no presente trabalho, de 2n=34 cromossomos,
coincide com um dos numeros citados por Taschetto e Pagliarini (2003), que
indicaram 32 e 34 cromossomos para populacdes diferentes, sugerindo a
existéncia de citotipos populacionais. E possivel que a caloracdo dos
cromossomos com corantes diferentes ou mesmo o preparo das laminas
expliqguem a variagcdo apontada no trabalho de Taschetto e Pagliarini (2003) e
nao observada neste estudo, uma vez que em um trabalho foi empregada

coloracdo com Feulgen e no outro com Giemsa.

Este numero 2n encontrado esta também em concordancia com estudos
citogenéticos anteriores realizados para outras espécies de Amaranthaceae.
Um levantamento realizado para o género Amaranthus chegou ao numero
cromossOmico de oito espécies portuguesas: Amaranthus hybridus. 2n=32; A.
paniculatus, 2n=34; A. reiroflexus 2n=34; A. blitoides 2n=32; A. albus, 2n=32;
A. graecizans 2n=32; A. deflexus 2n=34; A. lividus 2n=34 (QUEIROS, 1989).
Outros estudos citam Amaranthus edulis e A. hypochondriacus com 2n=32 e
Amaranthus tricolor L. com 2n=34 (OHRI, NAZEER e PAL, 1981) e ainda
Amaranthus viridis com 2n=34 (DALGAARD, 1986). Ja& Amaranthus caudatus
L. é descrita como um tetraploide, cujo numero cromossOmico varia entre
2n=4x=32 e 2n=4x=34 (PAL e KHOSHOO, 1973).

Ainda em Amaranthaceae, no género Celosia a variagdo no nuamero

cromossOmico é consideravel: C. trigyna L. (2n=18), C. whiteii Grant (2n=108),



55

C. argentea L. (2n=36; 2n=34), C. cristata L. (2n=36) e C. plumosa (2n=36)
(NATH, OHRI e PAL, 1992).

E valido ressaltar que foi sugerido dentro da familia um numero
cromossOémico basico inicial de x=8 com n=16, podendo ter ocorrido ao longo
da evolucdo uma trissomia que originou n=17 (PAL et al., 1982), justificando
caridtipos com 2n=34, como o0 observado para Pfaffia glomerata e para
diversas outras espécies de Amaranthaceae ja citadas. Esse fato aponta para
uma tendéncia de poliploidia na familia. Considerando o numero basico citado
para a familia Amaranthaceae (x=8), P. glomerata (2n=34) poderia ser um
tetraploide que passou por processos de disploidia ascendente elevando o

namero cromossdémico n=16 para h=17, gerando 2n=4x=34 cromossomos.

Diante desses numeros, podemos sugerir a possibilidade de que a
espécie Pfaffia glomerata tenha surgido de um evento de poliploidizacdo
natural, e com o tempo a mesma adotou comportamento meiético diploide.
Nesse caso, Pfaffia glomerata seria na realidade uma espécie paleopoliploide.
Ou seja, em um dado momento de sua histdria evolutiva P. glomerata pode ter
tido o seu genoma duplicado, tendo eliminado possiveis problemas de
pareamento naturalmente observados nos poliploides a fim de restaurar sua
fertilidade (STEBBINS, 1971; WOLFE, 2001). Ou ainda, a espécie pode ter
evoluido de outra espécie que ja era um paleopoliploide de comportamento

diploide estavel.

Entretanto, para que seja feita alguma afirmacao sobre a ploidia de P.
glomerata é preciso mais dados sobre a evolucdo da espécie, uma vez que em
poliploides de longa data ha uma tendéncia natural de ocorrer o silenciamento
de caracteristica cariolégicas capazes de apontar o carater poliploide
(STEBBINS, 1971).

Com relagédo a classificacdo dos cromossomos, Taschetto e Pagliarini
(2003) ja haviam relatado que todas as 10 populacdes estudadas continham
cromossomos submetacéntricos e metacéntricos, sem ocorréncia de

acrocéntricos ou telocéntricos, mas nado apresentaram um cariograma ou
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idiograma. Tal afirmativa foi corroborada pelos dados morfométricos obtidos

neste trabalho.

De acordo com a classificacdo morfoldgica dos cromossomos, feita com
base na relacdo de bragos (r), onde cromossomos com r entre 1,01 e 1,79 sao
metacéntricos, r entre 1,70 e 3,00 sédo submetacéntricos, r entre 3,01 e 7,00
sdo acroncéntricos e r entre 7,01 e 8,00 sdo considerados telocéntricos
(LEVAN et al., 1964), P. glomerata tem 16 pares de cromossomos classificados

como metacéntricos (M) e apenas um par submetacéntrico (SM) (Tabela 5).

A medida do grau de assimetria da espécie foi de 0,12. Quanto mais
proximo de zero este valor, maior o grau de simetria atribuido ao cariotipo
(WATANABE et al., 1999). Assim, ha consideravel simetria entre 0s
cromossomos de P. glomerata. Cariétipos simétricos sdo compostos por
cromossomos com tamanhos aproximadamente iguais e com posicao

centromérica mediana ou submediana (STEBBINS, 1971).

Ha poucas informacdes disponiveis sobre a morfologia dos
cromossomos de espécies de Amaranthaceae e menos ainda quando se trata
do género Pfaffia. Provavelmente essa caréncia decorre do fato de os mesmos
serem bastante pequenos, caracteristica que dificulta o pareamento e a
classificacdo cromoss6mica quanto a posi¢do centromérica. Portanto, o registro
dos dados morfométricos dos cromossomos de Pfaffia glomerata tem grande

relevancia, abrindo caminho para mais estudos dentro do género e da familia.

4.3 Localizacédo de bandas CMA3; e DAPI e de sitios de DNAr 45S e 5S

Apesar de ser uma ferramenta bastante empregada para caracterizar
regides heterocromaticas ricas em bases GC em diversas espécies vegetais,
tais como Citrus (GUERRA, 1993), Hypochaeris (CERBAH et al., 1998), Clivia
(RAN et al., 1999), Pinus densiflora (HIZUME et al., 2001), Crinum (AHMED,
2004), Selaginella (MARCON et al., 2005, ZANELA, 2009) Solanum (MELO et
al., 2011), Amaryllidaceae (FELIX et al., 2011), Orchidaceae (MOARES;

LEITCH e LEITCH, 2012), entre outras, a técnica de bandeamento com
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CMAG;/DA foi pela primeira vez aplicada no genoma de Pfaffia durante este
estudo, assim como coloracdo com DAPI e a hibridizac&o in situ fluorescente
(FISH).

Foi possivel observar que todos os cromossomos apresentam blocos de
heterocromatina constitutiva ricas em AT, jA que todos 0S Cromossomos
contam com fortes bandas centroméricas DAPI positivas (Figura 5A). E o
padrdo de condensacdo dos nucleos interfasicos € do tipo reticulado (Figura
5B).

Na coloragdo CMA3/DA/DAPI, ficou evidente apenas uma banda

CMA3+/DAPI- em um dos 34 cromossomos de Pfaffia glomerata (Figura 5C).

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com a sonda para DNAr 45S
permitiu a identificacdo de dois sitios localizados em um par de homologos
(Figura 6A). As marcas localizaram-se na regido terminal dos dois bracos
curtos de um par cromossémico. Um dos sinais é pequeno e de dificil

visualizacdo, indicando ser um sitio polimérfico (Figuras 6A).

A hibridizagdo com a sonda para DNAr 5S, resultou também na
visualizacéo de dois sitios localizados em Unico par cromossémico (Figura 6B).

Os nucleos interfasicos mostraram-se reticulados quando corados com
DAPI. Ndcleos reticulados sdo gerados por variagbes no padrao de
condensacdo dos cromossomos (PORTO et al, 1997). Uma de suas
caracteristicas € a presenca de numerosas regides de cromatina densa
intercalada com regides de cromatina frouxa, fibrilas e granulos, que ficam mais
fortemente corados com DAPI. Este resultado é discordante com o descrito por
Taschetto e Pagliarini (2003), onde o nucleo interfasico de P. glomerata corado
com Feulgen é apresentado como arreticulado. Uma explicacdo para essa
diferenca pode estar no fato de corantes fluorescentes serem mais sensiveis a

diferenca de condensacao da cromatina.
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Figura 5. Técnica de bandeamento cromossémico aplicada aos cromossomos de Pfaffia
glomerata. (A) metafase corada com DAPI; a seta indica uma das bandas centroméricas. (B)
nucleo interfasico reticulado com blocos de heterocromatina indicados pela seta. (C) coloracédo
com CMA/DA/DAPI, banda CMA" indicada pela seta. Barra=5 um.

Figura 6. Técninca de hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com sondas para DNAr 45s e 5S
aplicada aos cromossomos de Pfaffia glomerata. (A) marcagdo com sonda para DNAr 45S. (B)
marcacdo com sonda para DNAr 5S. As setas indicam os pontos de fluorescéncia. Os
cromossomos com as marcas podem ser visualizados em detalhe. Barra=5 pum.

E bastante recorrente que o fluorocromo CMA3; marque as constricdes
secundarias em diversas espécies e uma explicacao para essa interacdo pode
estar no fato de que, na maioria dos genomas, as regides organizadoras de
nucléolo (sitios de DNA que codificam RNA ribossomal) estdo localizadas nas
constricbes secundarias. Pelo fato de tais genes serem ricos em bases
nitrogenadas GC (SUMNER, 1990), o fluorocromo cromomicina apresenta alta

afinidade por essas regiées cromossémicas.

Diante disso, € provavel que a Unica marcacdo represente uma das
constricbes secundarias de Pfaffia glomerata e que a constricdo do
cromossomo homologo pode nao ter emitido sinal forte o suficiente para ser

capturado pela camera. A auséncia de um segundo sinal nitido para regido
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positiva corada com CMA; justifica-se por um menor estiramento da constricdo
secundéria no cromossomo homologo ao que se mostrou marcado com CMA3.
Por ser uma regido caracteristica de DNA repetitivo, pode haver ainda
polimorfismo de tamanho nas constricbes secundarias devido a um numero
variavel de repeticbes entre os homologos (SATO, 1981). Portanto, o
cromossomo com pequeno numero de repeticdes ndo seria visivelmente
marcado com o fluorocromo cromomicina. Além da duplicacdo em um dos
homologos, uma delecdo no outro cromossomo do par também poderia

explicar o resultado observado.

Diferencas no tamanho de marcacfes principalmente em regides de
satélite, que é o caso daquelas que costumam ser positivas CMA3, podem ser
creditadas ao alto grau de polimorfismo observado em DNA repetitivo, que
varia muito entre populagfes, individuos ou mesmo entre cromossomos
homologos (ROCCHI, 1982). Ja foram detectados polimorfismos para tamanho
de sitios de hibridizacdo em regides de DNAr em inUmeras espécies, algumas
delas sao: Allium (SCHUBERT e WOBUS, 1985), Brachyscome (HOUBEN et
al., 2000), Boronia (SHAN et al., 2003), Hypochaeris (RUAS et al., 2005) e para
A. aurea, A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana (BAEZA et al., 2007).

Alguns autores relataram a existéncia de correspondéncia entre as
regides evidenciadas pelo bandeamento CMA+ com regifes que apresentam
sinais positivos de hibridizacdo in situ fluorescente para sequéncias de DNAr
45S, (CERBAH et al., 1998; FORNI-MARTINS e GUERRA, 1999; RAN et al.,
1999; SILJAK-YAKOVLEYV et al., 2003; MARCON et al., 2005). Nos resultados
obtidos para P. glomerata provavelmente também ocorreu uma co-localizagéo
da banda CMA3/DA+ com um dos sitios de DNAr 45S.

Os Resultados obtidos com o bandeamento com fluorocromos e a
técnica de FISH, aliados aos gerados pela coloracdo convencional dos
cromossomos de Pfaffia glomerata, permitiram a montagem do cariograma e

idiograma da espécie (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas cariotipicas de P. glomerata. (A) Cariograma (2n = 34). E possivel
observar o satélite nono par cromossémico de nimero 13. Barra =5 um. (B) Idiograma. Bandas
centroméricas DAPI" em azul; Sitios de DNAr 5S em verde; Sitio de DNAr 45S colocalizado
com banda CMA;" em vermelho. Barra=1 um.

Admitindo-se que as marcas CMA+ e de DNAr 45S sejam constricoes
secundérias ricas em CG, pode-se dizer que o “ginseng brasileiro” conta com
um par de satélites localizados no bragco menor do cromossomo 13 (Figura 7),
confirmando uma descricdo prévia para a espécie feita por Taschetto e
Pagliarini (2003) que relataram um par dessas estruturas para o cariotipo da

espécie sem especificar sua localizacéo.
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A presenca de satélites ja foi relatada em outras espécies de
Amaranthaceae, aparecendo geralmente também em um Unico par de
homologos (KOLANO et al., 2001). Véarios autores descrevem essa
caracteristica cromossO6mica, observada através da aplicacdo de diversas
técnicas de citogenética. Bandas CMA3+ de diferentes intensidades ja foram
descritas em plantas do género Amaranthus, sugerindo blocos de
heterocromatina ricos em GC com tamanhos diferentes co-localizados com os
sitios de DNAr 45S em um cultivar de Amaranthus caudatus (KOLANO et al.,
2001).

Por ser uma técnica bastante precisa e especifica, a FISH tem sido
muito empregada para evidenciar todos os cistrons ribossomais das RONSs,

ativos ou inativos, em genomas de plantas (BESENDORFER et al., 2002).

Quando foi usada sonda para hibridizacdo fluorescente de DNAr 45S,
ambas as constricdes puderam ser observadas em metafases mitéticas
(Figura 6A ) e nucleos interfasicos também exibiram esse padrdo de marcacao.
Entre as duas marcas, uma apresentou coloracdo mais forte que a outra, o que
reforca a teoria de que os sitios de DNAr 45S, em P. glomerata, ocorrem em
namero de copias acentuadamente diferentes nos homélogos, gerando

polimorfismo para as constricées secundarias relacionadas a RON.

Devido a grande semelhanca entre os cromossomos de P. glomerata,
nao foi possivel identificar em qual par estdo as marcas obtidas para a sonda
para DNAr 5S. Ao passo que sonda para DNAr 45S e as bandas CMA3z+,
provavelmente estdo no braco curto do cromossomo 13. Essa inferéncia
baseia-se no fato de as marcacbes aparecerem em um Unico par de
homologos, o que indicaria ser a constricdo secundaria relacionada com a
organizacdo nucleolar, a mesma observada no cariograma corado com Giemsa
(Figura 7A), onde é visualizada uma regido de satélite no cromossomo 13,

gerada por uma constricdo secundaria proximal.

Resultados obtidos a partir da técnica de FISH aplicada em uma mesma
metafase, ora com a sonda para DNAr 45S, ora com a sonda para DNAr 5S

(Figura 8) mostram que 0s genes que codificam a menor subunidade
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ribossdmica (DNAr 5S) ndo estdo presentes N0 mesmo Cromossomo que

aqueles responséveis pela maior subunidade ribossémica (DNAr 45S).

Figura 8 — Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) em metafase mitética de Pfaffia glomerata.
Sitios de DNAr 5S (marcacdes pseudocolorizadas em verde) e 45S (marcacbes em vermelho).
Barra=5 pm.

Trabalhos envolvendo analises com a técnica de bandeamentos com
fluorocromos e de hibridizacdo in situ fluorescente, para as Amaranthaceae,
ainda sdo escassos na literatura e devido a isto, ndo existem dados de
espécies proximas o suficiente para que sejam feitas comparacdes com o0s
resultados relatados no presente estudo. Mesmo assim, as informacdes obtidas
para marcacdo com DAPI, CMA; e FISH, embora sejam para apenas uma
espécie, podem contribuir como marcadores cromossémicos comparativos
para novos estudos citogenéticos com diferentes espécies e populacdes
visando uma possivel caracterizacdo evolutiva no género e na familia, ou
podem ainda ser uteis em programas de melhoramento genético do “ginseng

brasileiro”, dado seu potencial medicinal/econémico.
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4.4 Estruturas dos gréos de polen

Os graos de polen maduros foram observados isolados em
moénades e classificam-se como fixiformes (forma polinica definida) do tipo
esferoide, (diametro polar médio de 12,96 um e didmetro equatorial médio de
12,95 pm). Os valores médios de cada parametro para a espécie estao
expressos na tabela 6, enquanto a tabela 7 mostra os valores obtidos para
cada acesso analisado com sua respectiva populacdo. A exoexina mostrou-se
mais espessa que a endoexina. Cada polen apresenta, em sua superficie

reticulada, inimeras aberturas classificando-se como pantoporado (Figura 9).

Tabela 6. Valores médio obtidos por andlise da morfometria polinica de Pfaffia

glomerata
DP DE DP/DE EndoE ExoE ET
(Mm)  (um) (Mm) (Mm) (Mm)  (um)
12,96 12,95 1,00 0,74 0,86 1,60

DP = didmetro polar, DE = didmetro equatorial, DP/DE = raz&o do didmetro polar pelo diametro
equatorial, EndoE = espessura da endoexina, EXOE = espessura da exoexina, ET = espessura
total da exina.
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Tabela 7. Morfometria polinica de acessos de Pfaffia glomerata de quatro

populacdes brasileiras

Populagdo Acesso DP DE DP/DE  EndoE ExoE ET
P1 PGL 12,94 12,98 1,00 0,71 0,88 1,59
P1 PGL 12,95 12,97 1,00 0,73 0,84 1,57
P1 PGL 12,96 12,93 1,00 0,76 0,86 1,62
P1 PGL 12,98 12,97 1,00 0,74 0,83 1,57
P1 PGL 12,97 12,96 1,00 0,72 0,87 1,59
P1 PGL 12,93 12,96 1,00 0,71 0,88 1,59
P1 PGL 12,97 12,94 1,00 0,77 0,85 1,62
P1 PGL 12,96 12,96 1,00 0,73 0,85 1,58
P1 PGL 12,98 12,98 1,00 0,75 0,84 1,59
P1 PGL 12,95 12,94 1,00 0,73 0,87 1,60
P2 PGL 12,97 12,97 1,00 0,72 0,86 1,58
P2 PGL 12,94 12,95 1,00 0,76 0,86 1,62
P2 PGL 12,98 12,93 1,00 0,71 0,88 1,59
P2 PGL 12,96 12,95 1,00 0,73 0,85 1,58
P2 PGL 12,94 12,93 1,00 0,77 0,83 1,60
P2 PGL 12,96 12,96 1,00 0,74 0,84 1,58
P3 PGL 12,95 12,98 1,00 0,75 0,88 1,63
P3 PGL 12,97 12,98 1,00 0,76 0,87 1,63
P3 PGL 12,94 12,97 1,00 0,72 0,85 1,57
P3 PGL 12,93 12,97 1,00 0,73 0,85 1,58
P3 PGL 12,98 12,93 1,00 0,74 0,85 1,59
P3 PGL 12,94 12,94 1,00 0,73 0,84 1,57
P3 PGL 12,97 12,96 1,00 0,77 0,87 1,64
P2 PGL 12,95 12,97 1,00 0,76 0,83 1,59
P2 PGL 12,93 12,95 1,00 0,75 0,87 1,62
P2 PGL 12,96 12,93 1,00 0,72 0,88 1,60
P2 PGL 12,98 12,94 1,00 0,72 0,85 1,57
P3 PGL 12,94 12,95 1,00 0,74 0,83 1,57
P3 PGL 12,96 12,96 1,00 0,77 0,86 1,63
P3 PGL 12,97 12,97 1,00 0,75 0,85 1,60
P4 PGL 12,95 12,94 1,00 0,71 0,88 1,59
P4 PGL 12,93 12,93 1,00 0,74 0,84 1,58
P4 PGL 12,96 12,96 1,00 0,74 0,87 1,61
P4 PGL 12,98 12,97 1,00 0,76 0,83 1,59
P4 PGL 12,97 12,95 1,00 0,77 0,86 1,63
P4 PGL 12,97 12,93 1,00 0,73 0,88 1,61
P4 PGL 12,93 12,96 1,00 0,76 0,84 1,60
P4 PGL 12,96 12,96 1,00 0,73 0,85 1,58
P4 PGL 12,94 12,95 1,00 0,75 0,87 1,62

DP = didmetro polar, DE = didmetro equatorial, DP/DE = raz&o do didmetro polar pelo diametro
equatorial, EndoE = espessura da endoexina, EXOE = espessura da exoexina, ET = espessura
da exina total. Os valores séo dados em pm.
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Figura 9 — P6lens maduros de Pfaffia glomerata obtidos pela técnica de acetodlise. A coluna da
esquerda mostra em detalhes o reticulo de cada pdélen. A coluna da direita ilustra os grdos de
pélen de cada populagdo em corte 6tico. (A e B) populacdo 1. (C e D) populagdo 2. (E e F)
populacéo 3. (G e H) populacéo 4. Barra=5 ym.
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Nenhum dos parametros polinicos avaliados neste estudo foi capaz de
diferenciar ou agrupar os acessos ou as populacdes Pfaffia glomerata, visto
gue os resultados ndao apresentaram significancia na variagdo qualitativa ou
quantitativa dos dados. A homogeneidade na estrutura dos pédlens dos
diferentes acessos nao indica variabilidade genética capaz de afetar
morfologicamente os grdos polinicos das populacdes de Pfaffia glomerata
avaliadas. Além disso, assim como ocorreu no estudo citométrico de Pfaffia
glomerata, a morfologia dos polens neste estudo ndo evidencia possiveis

variacdes no nivel de ploidia das plantas.

Dentro da familia Amaranthaceae existem varios tipos de polen, sendo
esta classificada como euripalinolégica (ERDTMAN, 1952; MARKGRAF e
D’ANTONI, 1978; BLACKMORE e BARNES, 1991). Alternanthera brasiliana
(L.) Kuntze e Alternanthera rufa apresentam graos de pdlen esferoidais de
tamanho pequeno, como encontrado no presente estudo para P. glomerata.
Na familia existem, contudo pélens de tamanho médio como ocorre com
Gomphena, que exibe estrutura polinica esferoidal de tamanho médio,
reticulado e pantoporado (TAKEDA et al., 2000).

Para o género Pfaffia, h& descricdo da estrutura polinica de P. tuberosa,
também conhecida por “ginseng brasileiro”. Seus grdos de podlen pequenos
organizam-se em ménades com ambito circular, formato esférico, pantoporado
do ponto de vista das aberturas (RADAESKI et al.,, 2011), apresentando-se

muito semelhantes aos descritos neste trabalho para P. glomerata.

As espécies P. gnaphalioides e P. tuberosa sdo citadas,
respectivamente por apresentarem o menor (12,68 pum) e maior (21,13 pm)
grao de polen no género Pfaffia (BASTOS, BAUERMANN e MARCHIORETTO,
2010). Nesse mesmo trabalho foi descrito a morfologia polinica de uma espécie

do género Hebanthe (H. eriantha).

Segundo BASTOS, BAUERMANN e MARCHIORETTO (2010), P.
glomerata apresenta grdos de pdélen em modnades, pequenos, com forma

esférica e pantoporados, poros circulares distribuidos uniformemente por toda
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a superficie do podlen. Todas essas caracteristicas sdo compativeis com as

encontradas no presente estudos para todos os acessos avaliados.

Tomando-se o diametro equatorial como medida de referéncia, o gréo de
polen de Pfaffia glomerata é considerando pequeno, caracteristica que pode
estar relacionada com o tipo de ambiente em que a espécie se desenvolve. Em
um estudo com espécies de Arecaceae, 0s autores correlacionaram graos de
pélen menores com ambientes de formacdes florestais e solo Umido
(BAUERMANN et al., 2010), ambiente similar ao de ocorréncia do “ginseng
brasileiro” nativo de bordas de florestas e margens de rios (SIQUEIRA, 1988;
MAGALHAES, 2000).

5 CONCLUSOES

As técnicas de dissociacdo celular e secagem ao ar associadas com a
coloracdo convencional com Giemsa permitiram a obtencdo de células pro-
metafasicas e metafasicas com cromossomos individualizados, onde as

constricdes primarias e secundarias mostraram-se bem definidas.

O bandeamento com CMA3/DA/DAPI e a técnica de FISH foram bem
sucedidos na espécie e forneceram dados inéditos que enriquecem sua
caracterizacdo e possibilitam futuras correlacdes com outros acessos ou

espécies relacionadas a Pfaffia glomerata.

Esses resultados possibilitaram o pareamento dos homoélogos e a
classificacdo dos pares de cromossomos com relacdo a posicdo centromérica,
gue culminaram com a montagem do cariograma e idiograma, ainda inéditos

para a espécie de Pfaffia em estudo.

Por meio da quantificagcédo de DNA por citometria de fluxo, o tamanho do
genoma do “ginseng brasileiro” foi determinado pela primeira vez. O conteudo
absoluto de DNA foi 2,41 pg. De acordo com os dados citométricos, ndo houve

diferenca significativa entre os 61 acessos analisados.
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O pdlen de P. glomerata pode ser bem visualizado a partir da técnica de
acetOlise, e como esperado, assemelha-se bastante ao polen de espécies

préoximas a estudada aqui, como € o caso de P. tuberosa.

Os dados citométricos, citogenéticos e palinolégicos mostram-se Uteis
para comparacdes taxondmicas dentro da familia Amaranthaceae em futuros

estudos de manipulacdo cromossémica visando seu uso comercial.

No entanto, as variadas técnicas empregadas na caracterizacdo de
Pfaffia glomerata ndo apontam variabilidade dentro das quatro populagdes
avaliadas, apesar da variagdo morfolégica entre os acessos que compdem tais
populacdes ter persistido mesmo quando as plantas foram cultivadas em casa
de vegetacdo. Assim, fazem-se desejaveis trabalhos que investiguem uma
possivel variabilidade na espécie em nivel genémico, com técnicas ainda mais

detalhistas e refinadas.
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CAPITLO Il — INDUCAO E CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE
POLIPLOIDES EM Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

1 INTRODUCAO

O “ginseng brasileiro” de nome cientifico Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, é uma espécie nativa da América do Sul e de ocorréncia comum nos
Estados do Parana, Mato Grosso do Sul e Goias (SIQUEIRA, 1989). Devido a
sua variada aplicacdo no cenario medicinal a “fafia” € umas das plantas visadas
pelo extrativismo vegetal. (ALEXIADES e SHANLEY, 2004). Além disso, a
reducdo de areas protegidas compromete a diversidade genética
principalmente pelo efeito sobre as populacdes selvagens (REIS et al., 2003;
TICKTIN, 2004; ALEXIADES e SHANLEY, 2004).

Com o objetivo de preservar a espécie, varias pesquisas tém sido
desenvolvidas a fim de incentivar e facilitar seu cultivo, diminuindo dessa
forma, a coleta predatéria (CORREA JUNIOR, 2003; RUSSOWSKI e
NICOLOSO, 2003; MONTANARI JUNIOR, 2005; SANTOS, 2006; GUPTA et
al., 2011). Neste contexto, ganham importancia estudos que buscam aumento
da quantidade dos constituintes de interesse farmacologico da Pfaffia
glomerata, oferecendo possibilidades de incremento do valor econdmico e da

qualidade dos seus produtos.

Considerando que a poliploidizacdo pode resultar em aumento no
tamanho de células, 6rgdos e na producdo de biomassa (ADANIYA e SHIRA,
2001; GAO et al.,, 2002), além de incrementar a producdo de substancias
guimicas de interesse econdmico em plantas (DHAWAN e LAVANIA, 1996;
ZHANG et al. 2007; ZHANG et al., 2008; CHEN et al., 2009; MISHRA et al.,
2010; TANG et al, 2010), o desenvolvimento de -cultivares melhorados
geneticamente, como por exemplo, através da indugéo in vitro de duplicacédo

cromossOmica, pode ser uma boa estratégia a fim de contribuir para a
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conservagdo de P. glomerata e aumentar os lucros a partir de seus

constituintes quimicos.

1.1 Poliploidia como ferramenta para o melhoramento de plantas

A poliploidia implica na existéncia de mais de dois genomas no mesmo
ndcleo. Este fendmeno é considerado de grande importancia na evolucéo e
especiacdo dos organismos, e quando induzida pode ser uma poderosa

ferramenta para o melhoramento genético de plantas (RANNEY, 2006).

O método de duplicacdo de cromossomos baseia-se na aplicacdo de
substancias antimitéticas como colchicina e orizalina, em explantes, tais como
apices caulinares e ou suspensdes de células embriogénicas, sob condicdes
assépticas (VAN DUREN et al., 1996; GANGA e CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et
al., 2007). A colchicina tem sido empregada com grande sucesso em diversas
espécies (ISHIGAKI et al., 2009; QUESENBERRY et al.,, 2010; SOUZA-
KANESHIMA et al., 2010; PEREIRA et al., 2012). ApGs o processo de inducao
da poliploidia, torna-se necesséario confirmar o nivel de ploidia o que
normalmente é feito utilizando-se a citometria de fluxo e a contagem do namero
de cromossomos (SWENNE et al., 1981; PINHEIRO et al., 2000; CAMPOS et
al., 2009; ISHIGAKI et al., 2009).

A duplicacdo cromossémica tem sido empregada ha décadas em
programas de melhoramento de inUmeras espécies cultivadas: alfafa, maca,
café, algoddo, amendoim, trigo (BURNS e BOTINNO, 1991), cebola
(GRZEBELUS e ADAMUS, 2004), melancia (JASKANI et al., 2004), banana
(VAN DUREN et al., 1996; SILVA et al., 2001; GANGA e CHEZHIYAN, 2002;
BAKRY et al., 2007; COSTA et al., 2011), Scutellaria baicalensis (GAO et al.,
2002), Citrus sinensis (ZHANG et al., 2007), Papaver somniferum (MISHRA et
al., 2010), Gerbera jamesonii (GANTAIT, et al.,, 2011), maracuja amarelo
(REGO et al, 2011) entre outras espécies (ABREU et al., 2006;
BUSTAMENTE, 2009; CAMPOS et al., 2009).
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Um grande desafio para minimizar a exploracdo exacerbada de Pfaffia
glomerata é o desenvolvimento de metodologias que possibilitem maior
producdo de biomassa e que, por consequéncia, tornem mais abundantes seus
constituintes farmacoldgicos, entre eles, a [p-ecdisona, seu principal
componente de valor comercial. Uma possibilidade para atingir o ganho de
biomassa em vegetais é a duplicacdo do genoma (GAO et al., 2002; MISHRA
et al., 2010). Os efeitos morfofisiolégicos da poliploidia variam de acordo com a
espécie alvo. No entanto, um efeito comum € o aumento do tamanho das
partes vegetativas das plantas, o que torna os poliploides bem mais vigorosos
em relacdo aos diploides correspondentes (ANDERSON, 1972; ALLARD,
1971), com possibilidade de aumento da producdo de metabdlitos secundérios
de alto valor comercial (DHAWAN e LAVANIA, 1996). H& evidéncias, porém, de
gue o tamanho de células, tecidos e érgdos nem sempre acompanha o nivel de

ploidia, além de ndo ser igual para todas as estruturas (MEDRI et al., 1980).

Dessa forma, a inducdo de poliploidia em Pfaffia glomerata pode
contribuir para aumentar o teor dos principios ativos de interesse econdémico,

como é o caso da B-ecdisona, tornando o processo de producao mais eficiente.

1.2 Contribuicdes de andlises citolégicas para o melhoramento de plantas

Andlises citogenéticas e por citometria de fluxo oferecem possibilidades
de selecdo e aprimoramento de caracteristicas genotipicas importantes para o
incremento da produtividade em espécies cultivadas.

Em programas de melhoramento, a confirmacédo no nivel de ploidia em
larga escala, tem se valido da andlise do conteudo de DNA nuclear por meio da
técnica de citometria de fluxo (DOLEZEL, 1997). Este método, combinado com
a contagem cromossdmica, tem se mostrado eficiente na triagem e
caracterizacdo de individuos de diferentes ploidias.

Quando comprada a contagem dos cromossomos, a citometria de fluxo
oferece vantagens como a possibilidade de andlise de uma grande
amostragem em pouco tempo e partindo de pequenas quantidades de material

vegetal de diversos tipos de tecidos. Além disso, para a determinagdo do
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conteudo de DNA, as plantas podem se encontrar ainda em fase inicial do
processo de duplicagdo cromossémica, uma vez que se trata de um método
ndo destrutivo que utiliza pequenas quantidades de tecido jovem para andlise
(DOLEZEL, 1997).

Dentro da citogenética, a contagem do niumero cromossémico € um dos
parametros mais utilizados para a caracterizacao citoldgica de uma espécie
(PEDROSA, et al.,, 1999) que passou por poliploidizagdo. A contagem dos
cromossomos de uma espécie € um método bastante preciso, desde que o
preparo das laminas seja bem sucedido, pois indica o nimero exato de
cromossomos presente em cada célula. Sua desvantagem esta no fato de ser
um meétodo artesanal e por isso exige pericia nas preparacdes, além de
demandar tempo para se obter dados conclusivos.

Uma maneira de enriquecer os dados citogenéticos e facilitar a
determinacao de possiveis diferencas entre a planta parental e o poliploide é a
andalise mais detalhada dos cariétipos por técnicas de coloragéo diferencial dos
cromossomos (GILL, et al., 1991; SUMNER, 2003). Dentre essas metodologias
destacam-se coloracdo com fluorocromos base-especificos (CMA3z/DA e DAPI)
e hibridizacao in situ fluorescente (FISH) (BENNETT e LEITCH, 1995).

Desse modo, é desejavel que o emprego de citogenética seja associado
a citometria de fluxo quando o objetivo é avaliar um grande nimero de plantas,
gue é o caso de trabalhos de melhoramento, onde a amostragem costuma ser
consideravelmente grande.

Nessa linha, estudos que se utilizam das técnicas destacadas acima
com a finalidade de investigar plantas com diferentes ploidias podem ser
citados: em Passiflora (MELO e GUERRA, 2003), Solanum L. (MELO, 2009),
mandioca (HASHIMOTO, 2009), entre outros.

2 OBJETIVOS

O obijetivo do presente trabalho foi estudar comparativamente individuos
da espécie Pfaffia glomerata diploides e poliploides induzidos por exposi¢éo

aos antimitoticos colchina e orizalina. Os objetivos especificos foram:
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- Obter, por indugéo de duplicagdo cromossdmica in vitro, um representante

poliploide de Pfaffia glomerata;

- Estimar, por citometria de fluxo, o conteddo de DNA nuclear de plantas

diploide e poliploide de P. glomerata;

- Caracterizar citogeneticamente os cromossomos do poliploide de P.
glomerata, utlizando técnicas de coloracdo convencional com Giemsa
combinada com bandeamento CMA3/DA/DAPI e hibridizagdo in situ

fluorescente (FISH) com sondas para DNAr 45S e 5S;

- Quantificar, por HPLC, o teor de B-ecdisona nas raizes de Pfaffia glomerata
diploide e poliploide;

3 MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico

O evento de poliploidizacéo do acesso 22 de Pfaffia glomerata, 2n=34,
foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Os possiveis poliploides e seus diploides correspondentes foram
mantidos in vitro em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado
com 7 g/L de &gar granulado (Merck®, Alemanha), 100 mg/L de mio-inositol e

30 g/L de sacarose.

No Laboratdrio de Genética e Biotecnologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF) o material in vitro foi aclimatizado. O processo de
aclimatizacao consistiu na retirada das plantas dos tubos de ensaio, lavagem
das raizes com agua corrente para retirada dos residuos de meio de cultura e
em seguida transferéncia para copos plasticos, contendo Plantmax® como
substrato. O plantio foi realizado ap6s as 16h para evitar transpiragdo
excessiva. Cada vaso foi protegido com sacos plasticos, favorecendo a
formacdo de um micro clima indicado para o estabelecimento das plantulas. O

material foi mantido em casa de vegetacdo com temperatura média de 28°C e
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irrigacdo diaria, por no minimo 30 dias. Em seguida, as plantas foram
transferidas para vasos de plastico preto (12 x 22 x 0,5 cm) contendo
Plantmax® como substrato. O cultivo ocorreu em casa de vegetagcdo com

controle de temperatura, fotoperiodo, umidade e irrigacéo.

Para analise por citometria de fluxo e estudos citogenéticos as plantas
foram cultivadas em triplicata em vasos plasticos contendo substrato
Plantmax™. O cultivo se deu na casa de vegetacdo da UFJF com controle de
temperatura, fotoperiodo, umidade e irrigacéo.

Dois meses apds o plantio foram retiradas estacas das plantas para
enraizamento em agua destilada a fim de se obter de raizes para os para

estudos citogenéticos.

3.2 Inducéo de polipoidia in vitro

Gemas nodais de folhas de P. glomerata do acesso 22 foram
submetidas in vitro a agentes antimicrotubulares (colchicina e orizalina). Os
explantes de P. glomerata foram expostos ao meio de cultura MS contendo
colchicina ou orizalina, em concentragdes de 10, 15, 20, 25 ou 30 uM, com
tempo de exposicdo de 1 a 2 semanas. O controle consistiu em meio MS néo

suplementado com colchicina ou orizalina.

3.3 Determinacéo do nivel de ploidia por citometria de fluxo

Para determinar a quantidade de DNA dos acessos mantidos in vitro,
aproxidamente 25 mg de tecido foliar de Pfaffia glomerata e 0 mesmo peso de
tecido foliar do padréo interno de referéncia Pisum sativum cv Citrad (9,09 pg
de DNA) foram macerados com auxilio de uma lamina de bisturi em uma placa
de Petri contendo 1 mL do tampéo LBO1 gelado a fim de liberar os nucleos em
suspensdo (DOLEZEL et al., 1989). O tecido macerado foi aspirado através de
duas camadas de gaze com auxilio de uma pipeta plastica e posteriormente

fitrado em uma malha de 50 um, sendo coletado em um tubo de poliestireno. A



75

coloracdo dos nucleos se deu pela adicdo de 25 uL de uma solugcéo de 1
mg/mL de iodeto de propideo (IP) a suspensao. Adicionalmente 5 uL de RNAse
foram adicionados a cada amostra. Para cada amostra, pelo menos 10 mil
ndcleos foram analisados usando uma escala logaritimica para os histogramas
obtidos. A analise foi realizada no citdbmetro FacsCalibur e os histogramas
foram obtidos pelo sofware Cell Quest. A avaliacao estatistica foi realizada por
meio do software WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html). O

conteudo de DNA (em pg) foi estimado como mostrado a seguir:

Amostra (2C)=(valor observado no canal do pico da espécie/valor

observado no canal do pico do padréo)xquantidade de DNA do padrao interno.

Trés amostras de cada acesso foram processadas. A analise de
variacdo no conteudo de DNA entre os acessos foi obtida por analise de

variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%.

3.4 Andlise citogenética

Para a obtencdo de nucleos interfasicos e cromossomos metafasicos,
estacas de Pfaffia glomerata poliploide, mantida na casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), foram submetidas a
enraizamento em 4&gua destilada a temperatura ambiente. Raizes com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram coletadas e tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0,002 M por 4:45 h, a 9°C. Em seguida, foram
fixadas em solucdo de Carnoy (3 etanol:l &cido acético glacial) e

armazenadas em refrigerador, por no minimo 24 h.

As raizes tratadas passaram por lavagens em agua destilada.
Posteriormente, foram digeridas em uma solucdo enzimética de 2% (p/v)
celulase Onozuka R-10 (Serva)/20% (v/v) pectinase (Sigma) em estufa a 37°C
por 4:30 h. Os meristemas radiculares foram separados para preparo de
laminas de microscopia segundo a técnica de secagem ao ar (CARVALHO,
1995). ApGs a secagem, as laminas foram coradas em solucdo Giemsa 2%

(Merck), exceto aquelas destinadas as técnicas de citogenética molecular. A
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analise do material se deu em microscopio de luz (Olympus BX 51) com

aumento de até 1000x.

3.4.1 Morfometria cromossomica

Para confirmar o nimero de cromossomos na planta duplicada, foram
observadas 50 metafases do material em estudo. Para cada técnica aplicada,
10 metéfases espalhadas foram avaliadas.

Para a montagem do idiograma os cromossomos foram ordenados pelo
tamanho decrescente do braco curto e 0os seguintes parametros foram usados:
Comprimento do lote haploide (CLH); comprimento do braco curto (BC);
comprimento do braco longo (BL); comprimento total do cromossomo
(CT=BL+BC); relacdo entre bracos (r=BL/BC); indice centromérico
(IC=BC100/CT); comprimento relativo do cromossomo (CR100CT/CLH). A
classificagcdo dos cromossomos, considerando a razdo de bracos, foi baseada
em Levan et al. (1964).

O grau de assimetria do cariotipo foi estimado conforme proposto por
proposto por Watanabe et al. (1999): Ai=(BL-BC)/(BL+BC) e A=(1/n)ZAi, onde n
€ 0 numero haploide de cromossomos e "A" varia de zero (cariétipo

completamente simétrico) a um (caribtipo totalmente assimétrico).

3.4.2 Bandeamento cromossdmico com CMA3/DA/DAPI

Para a coloragdo com CMA3/DA e DAPI foi usado o procedimento
descrito por Schweizer (1976). As laminas passaram por um envelhecimento
de pelo menos trés dias antes das técnicas de coloragéo e foram banhadas em

HCI, 1 M por 10 min antes do inicio do protocolo convencional.

Sobre as laminas secas foram aplicados 30 ul de tampdo com CMAg3,
preparada em de concentracdo de 0,1 mg/mL, em tampao Mcllvaine contendo
0,5 mM de MgCl, e mantidas em geladeira. A seguir 0 material foi coberto com

laminulas plasticas e mantido a temperatura ambiente no escuro por uma hora.
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Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua destilada e secas ao ar,
no escuro. Nas laminas ja secas, foram adicionados 30 ul da solugdo de
distamicina, 0,1 mg/ml, as quais foram incubadas durante 30 min, no escuro, e
em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas passaram por uma rapida

lavagem com agua destilada e novamente foram secas ao ar.

Foram aplicados 30 ul da solugao de DAPI e mais uma laminula plastica
foi usada, as preparacgdes citolégicas permaneceram mais 30 min ao abrigo de
luz. Em seguida, as laminas passaram por uma rapida lavagem com agua

destilada e novamente foram secas ao ar € no escuro.

As laminas foram montadas em meio antifade (30 ul). Passados pelo
menos sete dias em refrigerador, o material foi analisado em microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX 51) com filtro especifico para o fluorocromo DAPI
com comprimento de onda de 360 a 390 nm e filtro apropriado para o CMA;
com comprimento de onda de 430 a 480 nm, as melhores imagens foram

capturadas para analise posterior.

3.4.3 Hibridizag&o in situ fluorescente (FISH)

A sondas para a localizacdo de regides de DNAr no genoma de P.
glomerata poliploide foram obtidas a partir de cepas de Escherichia coli
transformadas para este fim. Células de Escherichia coli foram transformadas
por eletroporacdo com os plasmideos vetores contendo as regides do gene
ribossomal 5S (oriunda de DNA gendmico de milho) e DNAr 45S (produzida a

partir do genoma de trigo) sedidas pelo Laboratério....

Para o processo de eletroporacao foi usado o aparelho Electroporator
2510 (Eppendorf). Células competentes TOP 10 (100 uL) foram retidas do
freezer -80°C e 1 yL de DNA plasmidial (100 ou 10 ng) foi adicionado ao
material que permaneceu no gelo por 10 min. O material foi transferido para
uma cuveta de 1 mm com 40 mm de células competentes e submetido a um

pulso elétrico nas seguintes condi¢des: 1,7 kV, 200 W e 25 pF.
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Apoés a incubacao das células a 42°C por 1 minuto e 30 segundos, o
mesmo foi colocado novamente em gelo por 1 minuto, sendo adicionados 400

ML de LB para incubagdo a 37°C por 30 minutos.

Terminada a incubacgdo, as bactérias foram plagueadas em meio LB
sélido contendo ampicilina, para crescimento de colénias com os plasmideos

de interesse (sonda de DNAr 45S ou 5S). Esta etapa ocorreu a 37°C overnight.

Para calcular a eficiéncia da transformacéao foi usada a seguinte férmula:

CFU/ug = CFU x 1.10° pg x volume transformado x fator de diluicdo

pPg Mg volume plagueado

Bactérias Escherichia coli transformadas, por eletroporacdo com o0s
plasmideos vetores contendo as regiées do gene ribossomal 5S (oriunda de
DNA gendémico de milho) e DNAr 45S (produzida a partir do genoma de trigo),
foram multiplicadas em meio de cultura LB com ampicilina 100 mg/L overnight
a 37°C a 180 rpm. As regifes de DNA ribossomal foram extraidas com o kit GE
Heathtare llustra™ PlasmidPrep MiniSpin e em seguida marcadas com
digoxigenina por meio da reacdo de nick translation com os kits BioNick e

DigNick (Roche), sempre conforme as instrucdes do fabricante.

O processo de hibridizacdo foi adaptado de Jiang et al. (1995). Para a
hibridizacdo in situ fluorescente, as laminas foram previamente banhadas em

solucéo de HCI 1 N, por 10 min.

Em seguida em cada lamina adicionou-se 100 pL de formamida 30%/2x
SSC diretamente nos cromossomos. Laminulas plasticas de 22x40 mm foram
usadas para cobrir o material. A lamina foi desnaturada em estufa (80-85") por
30 segundos, em seguida passou por uma série alcoodlica de banhos em etanol
70% gelado, etanol 90% e 100% por 5 min cada. Em seguida, a lamina foi seca
ao ar e mantida em uma placa de Petri e ao abrigo da luz até a aplicacdo da

sonda.
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A mistura de hibridizacdo foi montada conforme a tabela 8. O mix foi
pipetado e centrifugado brevemente e passou por desnaturagdo em estufa a
90°C por 10 min sendo imediatamente imerso no gelo até o momento da

aplicacao nas laminas.

Tabela 8 — Solucéo para hibridizacao in situ fluorescente em cromossomos de
Pfaffia glomerata

Reagente Quantidade
Formamida deionizada 100% 10 uL
Dextran sulfato 50% 4 uL
20x SSC 2 uL
Sonda 1 uL
Agua Ultrapura 2 uL

Foram entdo adicionados 19 pL do mix j& desnaturado em cada lamina
também desnaturada. Uma laminula de vidro foi colocada e selada. Para
completar o processo de hibridizacdo, a lamina foi mantida em uma camara

umida em estufa a 37°C por, no minimo, 48 h.

Passado o periodo de incubacéo, a laminula foi removida em um banho
com solugdo de 2x SSC. Posteriormente, as laminas foram banhadas por 5 min
em 2x SSC; por 10 min em 2x SSC a 42°C e por 5min em 1x PBS, sendo entdo

secas ao ar.

A deteccdo das sondas ocorreu por meio de anticorpos marcados com
fluorocromo (Digoxigenina) visivel sob a luz do microscépico de fluorescéncia
(Olympus BX 51). Foram misturados 20 pL de TNB Buffer 5x, 80 pL de ddH,0,
1 pL de Rhodamina anti-DIG e 1 pL de TRITC acoplado a Streptavidina, para

cada lamina.

Foram adicionados 100 pyL do mix de anticorpos com fluorocromo
diretamente sobre os cromossomos e uma laminula plastica foi usada para
cobrir a regidao de interesse. As laminas foram novamente incubadas em uma
camara umida e escura em estufa a 37°C por 1 h. Em seguida, foram

realizados trés banhos, de 5 min cada, em TNT 1x. Posteriormente, as laminas
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foram lavadas em PBS 1x por mais 5 min e contracoradas com 20 pL de
Vectashield/DAPI.

O material foi mantido em camara Umida e escura na geladeira até o
momento da analise em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51).
Pelo menos 10 figuras representativas da espécie foram digitalizadas por meio
da camera Olympus U-TVO-63XC (SN1A48982 — T7 TOKYO, JAPAN) e
analisadas utilizando o software Imagepro-plus (Media Cybernetics).

3.5 Quantificagao de B-ecdisona

O extrato metanolico de raizes secas de Pfaffia glomerata foi submetido
a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no aparelho SCL-
10 AVP (Shimadzu, Japdo). O sistema cromatografico consistiu em um
degazeificador DG14-14A, uma bomba quaternaria FCV-10 ALVP e LC-
10ATVP, um auto-injetor SIL-10AF, um detector diodo e um array SPD-MP10
AVP. A coluna empregada foi do tipo ACE C18 (5,0 um x 4,6 mm x 150 mm) e
fase mével de acetonitrila:agua (16:84 v/v), com fluxo de 1,2 mL min™.

O padrao comercial de B-ecdisona (CAS 5289-74-7, Sigma Aldrich-
Brasil), com pureza de 94% foi adotado como substancia quimica de referéncia

(SQR).

Esta quantificacdo contou com a parceria do Laboratorio da Faculdade
de Farmacia e Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) -
NIQUA (Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica) sob a orientacdo da

Profa. Nadia Rezende Barbosa Raposo.

3.5.1 Preparo do extrato metandlico de raizes

Os extratos metanolicos de Pfaffia glomerata diploide e poliploide foram
obtidos a partir de raizes coletadas de individuos com 4 meses de cultivo em

vasos plasticos contendo substrato Plantmax™™. As plantas foram mantidas na
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casa de vegetacdo da UFJF com controle de temperatura, fotoperiodo,

umidade e irrigagéo.

As raizes foram lavadas em &gua corrente, com o auxilio de uma escova
de cerdas macias, foram pesadas e o peso fresco foi documentado. O material
foi cortado em laminas finas com o auxilio de um de um bisturi e desidratado
em estufa a 45°C. Foram realizadas pesagens diarias das raizes até a

estabilizacdo do peso seco ser atingida no 5° dia do processo de desidratacao.

A extracdo metandlica se deu conforme descrito por Silva (2008), com
adaptacdes. Um pistilo e um cadinho foram usados para macerar as raizes ja
secas que foram submersas no solvente metanol (10% p/v) (Vetec).

A extracao foi estatica em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. O

solvente foi trocado a cada 2 dias completando 3 rodadas de extracao.

O liquido extraido passou por filtro de papel e foi reduzido por

rotaevaporacédo, a 45°C (Buchi Rotavapor R-114).

Ap6s a rotaevaporagdo, os extratos prontos foram armazenados em
vidros ambar previamente pesados, e permaneceram em um dessecador
contendo silica gel para evaporacdo de possiveis residuos do solvente. Os
vidros foram entdo novamente pesados para determinacdo do rendimento
(residuo) obtido, vedados e armazenados em geladeira para posterior andlise

quimica.

3.5.2 Anédlise do extrato metandlico por HPLC

Para a quantificacdo do teor de pB-ecdisona presente no extrato
metandlico das raizes de P. glomerata com 2n=34 e 2n=68, 20 uL do extrato
foram injetados no aparelho, juntamente com a SQR. As analises foram feitas
em duplicata, com a duragcéo de 10 min para cada corrida sob comprimento de

onda de 248 nm, indicado para observar o pico correspondente a 3-ecdisona.

O teor de B-ecdisona no extrato foi determinado através da area do pico

gerado pela substancia quimica de referéncia, comparada com a area do pico
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das amostras, conforme a equacédo, onde Pt% equivale a pureza da SQR, em

porcentagem.

Teor = Area da amostra x [Padrdo] x Pt%

Area do padrdo  [Amostra]

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do cultivo em meio contendo colchicina ou orizalina

Os explantes de P. glomerata apresentaram diferentes taxas de
sobrevivéncia em resposta aos tratamentos de indu¢cdo com colchicina e
orizalina (Tabela 9). Aqueles cultivados em meio MS sem agente antimitGtico
apresentaram 100% de sobrevivéncia. A exposicdo dos explantes a orizalina
nos dois tempos (uma ou duas semanas) reduziu a sobrevivéncia dos

explantes em relacdo aos expostos a colchicina.

Dentre os explantes submetidos aos diferentes tratamentos testados,
foram produzidos brotos com diferentes niveis de ploidia (Tabela 9). No
tratamento controle (MS) foram produzidos brotos diploides (Tabela 9). Nos
demais tratamentos foram obtidos brotos diploides, poliploides e tetraploides.
Nos tratamentos com orizalina foram obtidos apenas brotos diploides e
mixoploides. A exposicdo dos explantes durante uma semana em meio
adicionado de colchicina na concentragdo de 15, 20, 25 e 30 uM ou duas
semanas a 25 PM de colchicina produziu brotos tetraploides em baixa
frequéncia (Tabela 9). O maior numero total de plantas mixoploides foi

observado nos tratamentos com colchicina durante duas semanas.



83

Tabela 9 — Efeito de diferentes concentracbes de colchicina e orizalina na
inducdao in vitro de poliploidia em Pfaffia glomerata

. Numero total de
Tempo de Sobrevivénci  piantas regeneradas

lratamentos CONCENUaca  exposicdo @ media dos _
o (UM) explantes Ploidia
(Semanas) (%)
2X 4x Mixo
Controle* 100+0,0 +1 2
10 100+0,0 11 - 4
15 100+0,0 1 1 1
Colchicina
20 1 100+0,0 4 1 3
25 100+0,0 5 1 1
30 92+17,9 0 2 1
10 68+39,0 3 - 1
15 64+21,9 2 0 3
Orizalina 20 1 48+11,0 - - 4
25 24+8,9 - - -
30 20+20,0 - - 4
10 100+0,0 7 - 2
15 100+0,0 4 - 3
Coilchicina
20 2 100+0,0 3 - 4
25 100+0,0 3 1 2
30 100+0,0 - - 4
10 28+11,0 - - -
15 28+17,9 - - -
Orizalina 20 2 28+11,0 - - 2
25 20+0,0 1 - -
30 4+8,9 - - -

*Meio de cultura MS ndo suplementado com colchicina ou orizalina. “Todas as plantas
regeneradas neste tratamento foram diploides. ’Auséncia de plantas regeneradas.
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4.2 Nivel de ploidia e quantidade de DNA por citometria de fluxo

A determinacdo dos valores relativos da quantidade de DNA para P.
glomerata com diferentes ploidias foi realizada por citometria de fluxo. A técnica
foi eficiente em fornecer histogramas com boa resolugéo, permitindo diferenciar
as fases GO/G1 e G2/M do ciclo celular. Os coeficientes de variacdo (CVs)
foram 0,59% para P. glomerata dipléode e 0,49% para as amostras submetidas
ao tratamento de duplicacdo do genoma. Os picos e o0s baixos valores de CV
indicam que os nucleos foram isolados adequadamente e ndo sofreram danos
significativos durante a extracdo, coloracédo e analise, visto que os CVs ficaram
abaixo de 3% (BROWN et al.,1991; DOLEZEL, 1997).

A citometria indicou 2,41 pg de DNA para a amostra diploide e 4,79 pg
de DNA para a poliploide, estes valores equivalem a aproximadamente 2,36 Mb
e 4,68 Mb respectivamente (Tabela 10).

Tablea 10 — Quantidade de DNA para o acesso 22 diploide e poliploide de P.

glomerata
P. Quantidade de DNA CV
glomerata  Quantidade de DNA (pg) (Mb) (%)
Diploide 2,41 2.357 0,59
Poliploide 4,79 4.685 0,49

1 pg = 978 Mp (CROS et al., 1994; DOLEZEL, 1997)

As figuras 10 e 11, mostram os histogramas obtidos para a P. glomerta
diploide e P. glomerta poliploide, respectivamente. Em ambos os histogramas é
possivel comparar a posicdo do pico G1 da planta alvo com o pico G1 do
padrao interno referéncia, no caso ervilha (Pisum sativum) com 9,09 pg de
DNA.
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Figura 10- Histograma representativo da quantidade de DNA obtida por andlise simultanea de
folhas de Pfaffia glomerata e Pisum sativum coradas com iodeto de propideo, com uso do
tampao de lise celular LBO1.
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Figura 11- Histograma representativo da quantidade de DNA obtida por analise simultanea de
folhas do poliploide induzido in vitro de Pfaffia glomerata e do padrao de referéncia Pisum
sativum coradas com iodeto de propideo, com uso do tampao de lise celular LBO1.

Na area de biotecnologia e melhoramento vegetal a citometria de fluxo
tem variadas aplicacdes, mas geralmente esta associada deteccao, selecdo e

controle da estabilidade do nivel de ploidia em plantas de interesse econémico
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(VAINOLA, 2000; HIRSCH et al., 2001; GEMES-JUHASZ et al., 2002;
CAMPQOS, 2009; ANTUNES, 2010).

De acordo com os resultados obtidos, a quantidade de DNA nuclear do
polidiploide (4,79 pg) é praticamente o dobro da encontrada nos nucleos da
planta diploide (2,41 pg). Esses valores sdo compativeis com o resultado
esperado apods o processo de duplicagcdo do material genético. Outros autores
ja relataram o aumento quantidade de DNA conforme o aumento no nivel de
ploidia (ISHIGAKI et al., 2010; PREREIRA, 2012).

Vale observar que o histograma representativo de P. glomerata
submetida a duplicagdo cromossdmica ndo exibiu pico equivalente ao
encontrado na posicao G1 da planta diploide, indicando que o individuo néo se

trata de um mixoploide (Figura 2).

Os resultados obtidos confirmam a eficiéncia do processo de duplicacéo
e a utilidade da citometria de fluxo no monitoramento e identificacdo de

piloploides de Pfaffia glomerata.

4.3 Caracterizacao citogenética do poliploide induzido

A fim de complementar os dados obtidos com a citometria de fluxo sobre
0 sucesso do evento de duplicacdo cromossémica em Pfaffia glomerata, foi
realizado um estudo citogenético para obter caracteristicas mais detalhadas do

cariétipo duplicado.

A coloracdo com Giemsa mostrou metafases mitéticas (Figura 12) com
68 cromossomos muito semelhantes entre si, tanto no tamanho quanto na
morfologia. Foi possivel identificar caracteristicas morfolégicas como
constricbes primarias (centrdbmeros) e secundarias. A férmula cariotipica (FC)

compreende 32M (metacéntricos) e 2SM (submetacéntricos).
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Figura 12. Metafase mitética do poliploide induzido de P. glomerata corada com Giemsa.

Barra =5 pm.

As constricbes secundarias apareceram em 4 Ccromossomos com
satélites (Figura 12), no braco curto dos mesmos, provavelmente associadas a

regido organizadora do nucléolo (RON).

Os valores de comprimento absoluto dos cromossomos ha planta
duplicada variaram de 1,13 pm (cromossomo 17) a 1,94 pm (cromossomo 2),
ao passo que o comprimento relativo ficou entre 3,89% (cromossomo 17) e
6,68% (cromossomo 2). O grau de assimetria do cari6tipo ficou em 0,13, sendo
classificado como simétrico de acordo com Watanabe et al. (1999). Como
esperado, o grau de assimetria apds a duplicacdo foi muito proximo do

observado no material diploide.

Os dados morfométricos dos cromossomos do poliploide induzido de P.

glomerata estéo listados na tabela 11.
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Tabela 11 - Dados morfométricos médios do cariétipo poliploide induzido de

Pfaffia glomerata

Cromossomo BC (um) BL (um) CT (um) r IC CR (%) CC
1 0,85 1,02 1,87 1,20 4545 6,44 M
2 0,84 1,10 1,94 1,31 43,30 6,68 M
3 0,84 1,05 1,89 1,25 44,44 6,51 M
4 0,82 1,10 1,92 1,34 42,71 6,61 M
5 0,81 0,92 1,73 1,14 46,82 5,96 M
6 0,78 0,93 1,71 1,19 4561 5,89 M
7 0,76 1,15 191 1,51 39,79 6,58 M
8 0,75 1,15 1,90 1,53 3947 6,54 M
9 0,74 0,94 1,68 1,27 44,05 5,79 M
10 0,74 0,84 1,58 1,14 46,84 5,44 M
11 0,73 0,89 1,62 1,22 45,06 5,58 M
12 0,70 0,76 1,46 1,09 4795 5,03 M
13* 0,69 0,81 1,50 1,17 46,00 5,17 M
14 0,65 0,99 1,64 1,52 39,63 5,65 M
15 0,65 1,14 1,79 1,75 36,31 6,16 SM
16 0,60 0,82 1,42 1,37 42,25 4,89 M
17 0,51 0,62 1,13 1,22 45,13 3,89 M

CLH 28,69

* medida sem considerar o satélite; Comprimento do lote haploide (CLH); comprimento do
braco curto (BC); comprimento do brago longo (BL); comprimento total do cromossomo
(CT=BL+BC); relacdo entre bragos (r=BL/BC); indice centromérico (IC=BC100/CT);
comprimento do lote hapléide (CLH); comprimento relativo do cromossomo (CR=100CT/CLH);
metacéntrico (M); submetacéntrico (SM).

A seguir serdo discutidas, de forma comparativa, as caracteristicas do

caribtipo diploide descrito no capitulo | e do material duplicado.

O complemento cromossomico de P. glomerata (2n=68) pbde ser
subagrupado em 17 conjuntos de dois pares de homodlogos considerando-se
sua similaridade morfologica e morfométrica. Este resultado esta de acordo
com o valor n=17 determinado para a P. glomerata que foi induzida ao evento

de duplicacdo cromossémica in vitro.
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As metafases de fafia com 2n=34 (Figura 4 — capitulo I) revelaram na
maioria das células um satélite desigual, ou seja, estd estrutura foi visivel
apenas em um dos homologos. Quando a mesma técnica foi aplica na planta
poliploide, foi possivel visualizar quatro satélites sendo que dois deles
mostraram-se mais estendidos em comparagcao aos outros dois. Esses dados
indicam que tanto as planta original quanto a duplicada contam, com satélites
gerados por constricdes secundarias em trechos de cromatina com numero
variado de repeticbes de determinadas sequéncias de DNA, possivelmente

relacionadas a organizacao de nucléolo (RON).

A coloracdo com o fluorocromo CMA3 confirmou a presenca de dois
pares de satélites no poliploide (Figura 13A). As marcacdes com esse corante
foram terminais em bracos curtos de quatro cromossomos, sendo que duas
dessas aparecem mais distendidas. Mais uma vez, os resultados indicam a
duplicacdo bem sucedida, pois na planta 2n=34 cromossomos, o fluorocromo
CMA; revelou uma banda bastante visivel e outra fraca, indicando constricbes
secundérias com nivel diferente de distensdo ou numero distinto de repeticdo

de sequéncias entre os homologos.

De forma similar ao registrado para a P. glomerata ndo duplicada, blocos
DAPI" foram identificados na regido centromérica de todos os cromossomos da
planta poliploide (Figura 13B), sendo visiveis esses blocos como pontos
fluorescentes também no ndcleo interfasico (Figura 13), caracterizando

também um ndcleo com padrao heterocromatico reticulado.

A aplicacdo da técnica de FISH com sonda para DNAr 45S revelou
resultados similares aos detectados com o fluorocromo CMA3. P. glomerata
com 68 cromossomos apresentou quatro sinais localizados com a sonda para
DNAr 45S em posicao terminal do braco curto de quatro cromossomos (Figura
14A). Apos um processo de re-hibridizagédo, foi possivel detectar também os
sitios para DNAr 5S, que consistiram também em quatro marcacdes em
cromossomos diferentes dos quatros marcados com sonda para DNAr 45S
(Figura 14B). Esta estratégia possibilitou registrar que sequéncias de DNAr 45S
nao estdo nos mesmos pares de homaologos que as sequéncias que codificam
DNAr 5S.
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Os dados morfométricos dos cromossomos da P. glomerata poliploide
(Tabela 11) em conjunto com os resultados obtidos por bandeamento
cromossOmico e FISH serviram com referéncia para a construcdo do

cariograma e do idiograma (Figura 15).

O numero de constricbes secundarias, RONs, satélites e sitios de
hibridizacdo de DNAr 45S e 5S mostrou-se associado ao nivel de ploidia de P.
glomerata. Este tipo de relacédo ja foi relatado, por exemplo, para o género
Solanum (MELO, 2009).
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Figura 13 - Bandeamento cromossdmico em P. glomerata poliploide induzido. (A) Coloragéo
com CMA/DA/DAPI, bandas CMA® em amarelo. (B) Metafase corada com DAPI, evidenciando

bandas centroméricas. Um nucleo interfasico reticulado pode ser observado nas imagens, com
blocos de heterocromatina. Barr=5 um.

Figura 14 - Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com sonda para DNAr 45s e 5S em
cromossomos de P. glomerata poliploide induzido. (A) Marcagdo com sonda para DNAr 45S.

(B) Marcacéo com sonda para DNAr 5S. Os cromossomos com DNAr podem ser vizualizados
em detalhe. Barra=5 pm.
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Figura 15. Caracteristicas cariotipicas do poliploide induzido in vitro de P. glomerata. (A)
Cariograma obtido a partir de cromossomos metafasicos. Barra = 5 um. (B) Idiograma de P.
glomerata polipléide. Bandas centrméricas DAPI® (azul). DNAr 45s (vermelho) colocalizado

com a banda para CMA. DNAr 5S (verde). Barra = 1um.
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Poliploides podem diferir em aptiddo quando comparados aos seus
genitores gracas a fatores associados ao processo de duplicagcdo de
cromossomos (BURTON e HUSBAND, 2000). Havendo, contudo, respostas
variadas em diferentes espécies submetidas ao processo de poliploidizac&o
(OSBOM et al., 2003; AINA et al., 2012).

Assim, o desempenho dos polilpoides, principalmente aqueles que
passaram pelo evento de duplicacdo recetemente, como € o caso de P.
glomerata, pode ser afetado em diversos estagios de vida da planta
(MACIEIRA et al.,, 1993). Estudos adicionais que acompanhem o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo do poliploide do “ginseg brasileiro”
sdo de grande importancia para se avaliar sua capacidade de desenvolvimento

e também a producéo dos principios ativos de interesse.

4. 4 Quantificacao do teor de B-ecdisona nas raizes tuberosas

Nas condigdes cromatograficas empregadas para dosagem do teor de (3-
ecdisona presente nas raizes de P. glomerata, o tempo médio de retencao e a
area do pico para a SQR das amostras com 2n=34 e 2n=68, estdo listados na
tabela 12. Os picos gerados pelo aparelho sdo expostos abaixo (Figuras 16,
17, 18).

Tabela 12 - Tempo de retencéo (TR) e area do pico (mA) obtidos através dos
cromatogramas gerados para a substancia quimica de referéncia (SQR) e para

0s extratos metandlicos de raizes de P. glomerata

Amostra Tempo de retencao Area do pico (mA)
Padrao de B-ecdsona 1,227 4118708
P. glomerata 2n=34 1,237 390036,5

P. glomerata 2n=68 1,237 1314953
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Figura 16 - Cromatograma obtido por HPLC para a substéncia quimica de referéncia - padréo
de B-ecdisona (Sigma Aldrich).
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Figura 17 - Cromatograma obtido por HPLC para a amostra do extrato metandlico de raizes de
P. glomerata 2n=34 na concentracédo de 1 mg.ml'l . O pico indica a presenca de 3-ecdisona.
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Figura 18 - Cromatograma obtido por HPLC para a amostra do extrato metandlico de raizes de
P. glomerata 2n=68 na concentracéo de 1 mg.ml'l, mostrando a presencga de B-ecdisona.

Considerando a pureza do padrao igual a 94% (Sigma Aldrich), o teor de
B-ecdisona presente nos extratos de P. glomerata 2n=34 foi igual a 1,86%
sendo que para a planta poliploide este valor foi igual a 6,95%. De acordo com
a massa seca de raiz (7,4 g para P. glomerata diploide e 4,53 g para P.
glomerata poliploide) utilizada para o preparo do extrato e o rendimento dos
mesmos, 0s resultados obtidos mostram que o teor de B-ecdisona presente na
raiz da planta diploide e poliploide é 0,32% e 0,48%, respectivamente. Este
resultado aponta para um aumento de 50% na producdo do composto na

planta poliploide em comparacédo com a diploide.

Pfaffia glomerata, € amplamente usada na medicina popular brasileira no
combate de diversas patologias (SILVA JUNIOR e OSAIDA, 2005). Os
principais compostos responsaveis por sua atividade biologica sdo os
ecdisteroides, sendo a 3-ecdisona o ester6ode mais importante empregado nas
formulaces fitoterapicas (CORREA JUNIOR et al., 2002; GOMES et al., 2010).

A partir da comparacao do tempo de retencdo da SQR com os tempos
de retencdo das amostras (Tabela 5), foi possivel concluir que o Gnico pico que

aparece nos cromatogramas indica a presenga do composto B-ecdisona tanto
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na planta 2n=34, quanto na 2n=68. Este resultado confirma P. glomerata como
possivel fonte do fitoesteroide B-ecdisona (SHIOBARA et al., 1993; CORREA
JR et al., 2002; VIGO et al., 2004; KAMADA et al., 2009; GOMES et al., 2010;
IAREMA et al., 2012).

A B-ecdisona foi detectada em ambas as amostras de “fafia”, entretanto,
apresentou-se em maior quantidade na planta poliploide, sendo 50% mais
abundante na comparacao com o valor obtido para a planta com 2n=34. Assim,
a utilizagdo do sistema cromatogréfico por HPLC com a fase moével
acetonitrila/agua, mostrou-se eficaz na determinacéo de substancia ecdsteroide
presente nos extratos de P. glomerata, comprovando a qualidade do método

conforme indicado por Zimmer et al. (2006).

Adicionalmente, quando sédo considerados os valores obtidos para as
areas dos picos das amostras (Tabela 5), é possivel sugerir que a duplicacéo
cromossbmica foi bem sucedida em aumentar a producdo do metabdlito de

interesse comercial.

A poliploidia geralmente esta associada ao aumento do tamanho das
células (ANDERSON, 1972, ROMERO-ARANDA et al.,, 1997; ZHANG et al.
2007). Nesse caso, como o nivel de ploidia pode incrementar, em alguma
escala o tamanho de folhas, o tamanho de células, o numero de cloroplastos e
estbmatos por célula e a quantidade de enzimas e pigmentos fotossintéticos
nas células de plantas poliploides (TANG et al., 2010; GANTAIT et al., 2011,
AINA et al., 2012; OMIDBAIGI et al., 2010), uma possibilidade é que, apos o
processo de duplicagdo o aumento do teor de -ecdisona seja consequéncia da
expressao diferencial de genes que estejam direta ou indiretamente envolvidos

em sua via biossintética.

Considera-se, portanto, que o0s resultados obtidos sdo de grande
relevancia para futuras pesquisas de melhoramento genético que busquem

incrementar o valor comercial da planta.
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5 CONCLUSOES

A metodologia aplicada, envolvendo extracdo, coloracdo e analise, foi
apropriada para estimar a quantidade de DNA nuclear tanto da P. glomerata
diploide (2,41 pg), quanto da poliploide (4,79 pg). Assim, entende-se que 0
contetdo de DNA aumentou proporcionalmente ao aumento do numero

cromossOmico.

As preparacdes citogenéticas possibilitaram a preservacdo morfologica
dos cromossomos e foram viadveis a identificacdo e o pareamento dos
cromossomos de P. glomerata em grupos de 4 homélogos, sendo possivel
propor a férmula cariotipica 2M + 32SM cromossomos para 0 poliploide
induzido de Pfaffia glomerata.

A hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) localizou quatro sequéncias de
DNAr 45s e outras quatro sequéncias de DNAr 5s no genoma duplicado de P.

glomerata, indicando mais uma vez o sucesso da poliploidizagéo.

A metodologia de HPLC foi capaz de dosar do teor de B-ecdisona
presente nas raizes de P. glomerata parental e poliploide. Os teores obtidos
sugerem que a duplicacdo pode ser uma boa estratégia biotecnolégica para
aumentar a producdo deste composto na espécie estudada, visto que o extrato

metandlico do poliploide apresentou maior teor do ecdisteroide.

Diante de todo o exposto, os resultados deste trabalho constituem uma
base para pesquisas futuras visando o aumento do teor de principios ativos e o

uso comercial da espécie.
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