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ZANELA, Liamar. Caracterizagdo cariotipica de quatro espécies brasileiras de
Alstroemeria (Alstroemeriaceae) com as técnicas de FISH, CMA, DAPI e AgNOR.
2009. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia)
— P6s-Graduacao — IAC.

RESUMO

O género Alstroemeria (Alstroemeriaceae) possui atualmente cerca de 90 espécies
nativas principalmente do Brasil e Chile. No Brasil sdo encontradas cerca de 39
espécies. O valor destas plantas no mercado de ornamentais vem crescendo Vvisto que, as
espécies brasileiras embora com flores menores, apresentam uma maior diversificacao
de padrdes de flores o que torna a criacdo de hibridos, unindo estes dois aspectos um
fator de grande interesse. Consequentemente, 0 interesse pelas espécies nativas
brasileiras deste género vem aumentando gradativamente devido a demanda de bancos
de germoplasma visando a conservacdo e ao desenvolvimento de programas de
melhoramento genético para a producdo de hibridos. No presente trabalho objetivou-se
a caracterizacdo cariotipica de quatro espécies nativas de Alstroemeria, a saber: A.
cunha, A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina através da aplicacdo de técnicas
tradicionais de coloracdo, como o Giemsa e também se efetuou a diferenciacdo
longitudinal de cromossomos através do bandamento com os fluorocromos
Cromomicina Az com distamicina (CMA3/DA) e 2’4’-diamidino-2-fenilindol com
actinomicina (DAPI/AMD). Adicionalmente, foram mapeadas as regides organizadoras
do nucléolo através da impregnacdo pela prata (bandamento AgNOR) e através da
técnica de hibridacéo fluorescente de acidos nucléicos in situ (FISH) utilizando-se como
sondas as sequéncias de rDNA 45S e 5S. Os resultados obtidos a partir da aplicacdo das
técnicas de bandamento CMA3/DA e DAPI/AMD, bandamento NOR, e FISH para
rDNA sdo inéditos para espécies brasileiras de Alstroemeria. Os resultados obtidos para
as referidas espécies mostram cariotipos assimétricos, com 2n = 2x = 16 cromossomos,
confirmando o nimero somatico relatado na literatura para o género. Os complementos
cromossdmicos das quatro espécies analisadas apresentam em comum a formula
cariotipica 2m+1sm+1st+4T-sat. Através do bandamento com os fluorocromos,
DAPI/AMD e CMAG:/DA foi possivel a caracterizacdo das espécies pela diferenciacdo
longitudinal dos cromossomos. O emprego de FISH com as sequéncias de rDNA 45S e
5S, resultou em numero variado de sinais em diferentes posicdes nos conjuntos

cromossémicos, complementando as informag6es que permitiram a individualizagdo das
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espécies. Alguns pares de homdlogos apresentam polimorfismo para as regides de
rDNA. Através da impregnacdo pela prata foram detectados sitios ativos para
organizagéo nucleolar, alguns deles coincidentes com os sinais de FISH para rDNA 45S
nas quatro espécies estudadas. Foi estimados o comprimento total da cromatina (CTC),
o indice centromérico (IC), o indice de assimetria cariotipica (TF%) e o coeficiente de
variagdo das médias dos comprimentos totais dos cromossomos (CV%). O conjunto de
dados obtidos permitiu a distingdo entre os cariotipos das quatro espécies resultando
num avanco expressivo na diferenciacdo interespecifica deste grupo de plantas.

Palavras-chave: Cariotipo, hibridacdo in situ, técnica citomolecular, bandamento,

fluorocromos, impregnacdo pela prata, diferenciacdo longitudinal de cromossomos,

planta ornamental.
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ZANELA, Liamar. Karyotype characterization of four Brazilian species of the
genus Alstroemeria (Alstroemeriaceae) with techniques FISH, CMA, DAPI and
AgNOR. 2009. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e
Biotecnologia) — Pds-Graduagéo — IAC.

ABSTRACT

The genus Alstroemeria (Alstroemeriaceae) is native from Brazil and Chile and at
present includes about 90 diploid species. In Brazil are found about 39 species. The
value of these plants in the market of ornamentals is increasing, and the Brazilian
species, even with little flowers, present more diversification of flowers, so the creation
of hybrids joining these two aspects is a factor of great interest. Consequently the
interest for the Brazilian native species of this genus is also increasing gradually due to
the demand for banks of germoplasm aiming at to the conservation and the development
of programs of genetic improvement for the production of hybrids. The aim of this
study was the karyotype characterization of four native species of Alstroemeria, namely:
A. cunha, A. inodora, A. longistaminea and A. psittacina through karyotype elaboration
with traditional staining techniques, as Giemsa, and longitudinal differentiation
chromosomes through banding with the fluorochromes Chromomycin As/distamycin
(CMA3/DA) and 2' 4' - diamidino-2-phenylindole/actinomycin (DAPI/AMD).
Additionally were mapped the nucleolus organizer regions through staining of the
chromosomes with silver staining (AgNOR) and with the cytomolecular technique of
fluorescent in situ hybridization of nucleic acids (FISH) with sequences of rDNA 45S
and 5S as probes. The results obtained from the application of banding techniques
CMAGs/DA and DAPI/AMD, banding NOR, and FISH for rDNA are presented for the
first time to the Brazilian species. The results show asymmetrical karyotypes, with 2n =
2x = 16 chromosomes, confirming the somatic number mentioned in literature for the
genus. The chromosome complements of the four analyzed species, present the
karyotype formula 2m+1lsm+1st+4T-sat. Through the fluorochromes banding with
DAPI/AMD and CMAG;/DA the characterization of the species for the longitudinal
differentiation of the chromosomes was possible. The application of FISH with the
sequences of rDNA 45S and 5S resulted in varied number of signals in different
positions in the chromosome sets, which complement the information that had allowed
the individualization of the species. Some pairs of homologous present polymorphism

for the regions of rDNA. Through the impregnation with silver nitrate, active nucleolar
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regions had been detected and some of them were coincident with the signals for FISH-
rDNA 45S in the four studied species. The chromatin total length (CTC); the
centromeric index (IC); the index of karyotype asymmetry (TF%) and the coefficient of
variation of the averages of the total lengths of the chromosomes (CV%) were
determined and these data set has allowed the karyotypes distinction for the four species
resulting in an advance importance in the interspecific differentiation of this group of

plants.

Word-key: Karyotype, in situ hybridization, cytomolecular technique, banding,
fluorochromes, silver staining, longitudinal differentiation of chromosomes, ornamental

plant.
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1 INTRODUCAO

As cerca de 90 espécies pertencentes ao género Alstroemeria L.
(monocotiledéneas, Alstroemeriaceae) estdo distribuidas na América do Sul. A maioria
delas € originaria do Brasil e Chile. O género é caracterizado principalmente por plantas
herbéceas, eretas, com inflorescéncia em cimeira umbeliforme e de flores zigomorfas.
As espécies do género possuem nimero basico de cromossomos x = 8 (2n = 2x = 16).

O género € constituido por espécies com potencial ornamental devido a
durabilidade e a beleza de suas flores. Mundialmente ja hd& um bom reconhecimento
dessas plantas como ornamentais de cultivo e de corte.

Na Holanda as espécies de Alstroemeria estdo entre as dez flores de corte mais
comercializadas e 0 mercado de exportacdo de mudas esta bem estabelecido. Neste pais
tém sido utilizadas principalmente espécies chilenas como base para o melhoramento. O
mercado japonés também se destaca por ter estas flores como uma das mais
comercializadas.

No Brasil, o cultivo e a importancia econémica de flores de Alstroemeria
também vém aumentando gradativamente, porém tanto o cultivo como as flores
comercializadas ainda sdo dependentes de material importado, como espécies chilenas
e/ou hibridos destas com algumas espécies brasileiras, desenvolvidos fora do pais. As
espécies brasileiras embora com grande potencial para utilizacdo em programas de
cruzamento visando a producéo de hibridos, devido a diversidade de cores e padrdes de
suas flores, ainda encontram-se pouco estudadas. Devido a isto ha a necessidade de se
ampliar os conhecimentos basicos para as espécies silvestres brasileiras, como também
de pré-melhoramento, de forma a caracterizar sobremaneira os bancos de germoplasma
existentes ou incrementar a criacao de novos bancos. Dados citologicos sdo importantes
na pré-avaliacdo de afinidade genética entre espécies parentais, quando de cruzamentos
para producdo de hibridos, e apds os cruzamentos, na avaliacdo da estabilidade de
hibridos.

A falta de conhecimentos citogenéticos para as espécies brasileiras de
Alstroemeria e o0 interesse econdémico crescente dessas plantas requer entre outros
estudos, uma andlise detalnada dos cromossomos dessas espécies Vvisando
complementar a caracterizacdo das mesmas no Banco de Germoplasma do IAC o qual

foi constituido visando ndo somente a preservacdo das espécies em si como também a



sua utilizagdo em programas de cruzamento para a producdo de hibridos com potencial
ornamental.

Diferentes técnicas citogenéticas classicas e técnicas de citogenética molecular,
tais como a coloragdo com Giemsa, o bandamento com os fluorocromos 4’-6-
diamidino-2-fenilindol com actinomicina D (DAPI/AMD) e Cromomicina Az com
distamicina (CMA3/DA) como também a técnica de hibridacdo in situ de acidos
nucléicos fluorescente (FISH) com sequéncias especificas, tém sido importantes na
caracterizacdo de espécies de plantas e animais. Assim o bandamento com o0s
fluorocromos DAPI/AMD e CMA3/DA, que diferenciam 0S C€romossomos
longitudinalmente, permitindo a sua individualizagdo e consequentemente o
complemento cromossémico de espécies pela composicdo de bases do DNA presente na
cromatina dos cromossomos; a técnica FISH de sequéncias especificas de DNA
ribossomico (rDNA) para determinagdo do numero e localizacdo de regides
organizadoras do nucléolo (NOR), presentes no complemento cromossémico das
espécies, bem como a técnica de impregnacdo com prata (AgNOR) para a identificacdo
das NORs ativas no ultimo ciclo celular; facilitam sobremaneira ndo somente a
caracterizacdo das espécies em si mas também a discriminacdo de espécies com
caracteristicas morfologicas particulares a serem utilizadas em programas de
cruzamento para a obtencdo de progénies com caracteristicas especiais para floricultura.

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo citogenética de quatro
espécies brasileiras do género Alstroemeria: A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A.
psittacina através da aplicacdo das técnicas de coloracdo Giemsa, bandamento com o0s
fluorocromos DAPI/AMD e CMAGs/DA, hibridacéo in situ fluorescente (FISH) para as
sequéncias especificas de DNA ribossémico (rDNA) 18S-5,8-26S e 5S e a impregnacéo
pela prata (AgNOR-banda NOR).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos econdmicos do género Alstroemeria L.

Alstroemeria é um género que possui algumas espécies que sao cultivadas pelo
valor ornamental de suas flores, principalmente as espécies nativas do Chile, que
apresentam flores de tamanho maior, comparativamente as espécies nativas brasileiras.

No Brasil, o valor no mercado dessas plantas como ornamentais vem crescendo,
visto que as alstroemérias brasileiras embora com flores menores, apresentam maior
diversificacdo de padrdes de flores o que torna a criacdo de hibridos unindo estes dois
aspectos, tamanho e variedade, um fator de grande interesse.

A producgdo de plantas ornamentais é uma atividade agricola e trata-se de um
setor altamente competitivo, que exige a utilizacdo de tecnologia avancada,
conhecimento técnico pelo produtor, além de um sistema eficiente de distribuicdo e
comercializag&o.

O mercado de exportacdo de mudas de Alstroemeria € um segmento bastante
importante na Holanda, que tem utilizado como base para 0 melhoramento as espécies
chilenas, mas demonstrando interesse crescente pelas espécies brasileiras (PINTO-
MAGLIO et al., 1995).

O Brasil possuia, em 1996, cerca de 10.285 ha de area de cultivo de flores.
Também segundo a IBRAFLOR, (Instituto Brasileiro de Floricultura-
http://www.ibraflor.com.br), em S&o Paulo eram cultivados, neste mesmo ano, 3.457 ha,
mostrando ja nessa época a importancia em relacdo aos demais estados brasileiros.
Ainda de dados fornecidos pelo IBRAFLOR, em 2001, a area total utilizada na
producdo de flores e plantas ornamentais aproximava-se de 5.000 ha, sendo que a regido
Sudeste do Brasil respondia por 75% dessa area. Em 2003 a produc¢édo nacional de flores
estava distribuida em 12 polos, sendo que, dos 2.500 produtores catalogados, a maioria
localizava-se em S&o Paulo, ou seja, quase 70%.

A producdo brasileira ainda estd voltada basicamente para o mercado interno,
sendo que 97,1% dos produtores ndo exportam. Iniciativas vém sendo tomadas de forma
a aumentar o fornecimento no mercado regional e também no mercado internacional.
Especialistas garantem um crescimento médio aproximado de 20% ao ano, 0 que
tornara a floricultura uma das cadeias produtivas mais promissoras no agronegécio
mundial. Segundo indica a IBRAFLOR, apesar de ndo terem ainda se firmado

definitivamente no mercado internacional, as flores brasileiras em geral, ja séo



consideradas de qualidade. Em 2006 a floricultura brasileira movimentou cerca de US$
15 milhGes (VENCATO et al., 2006), sendo os principais paises importadores a
Holanda (50,09%), Estados Unidos (21,29%), Italia (9,63%), Japdo (4,94%) e Bélgica
(4,41%), além desses paises, foi registrado a entrada de novos paises compradores que
foram seduzidos pelos produtos brasileiros (http://www.ibraflor.com.br).

Atualmente o estado de S&o Paulo tem a lideranga em tecnologia, producao e
langamento de produtos sendo o comércio de plantas ornamentais liderados pelo Veiling
- Holambra (leildo através da Cooperativa), pela CEAGESP (Cia de Entreposto de
Armazéns Gerais de Sdo Paulo) e pela CEASA-Campinas (Central de Abastecimento
S.A)). Apenas o Veiling - Holambra responde por 30% do comércio brasileiro de flores,
enquanto a CEAGESP corresponde a 23% (JUNQUEIRA & PEETZ, 2008).

Especificamente para Alstroemeria, a cotacdo do mercado permanente de flores
do dia 12/01/2009, na Ceasa-Campinas o valor da duzia de hastes variou de R$ 6,00 a
R$ 8,00, valor esse que oscila conforme a época de producdo das mesmas
(http://www.ceasacampinas.com.br).

Devido a esse vigente crescimento e desenvolvimento do setor de plantas
ornamentais no pais, observa-se a necessidade simultanea de ampliar as pesquisas de
caracterizacdo e conservacdo de espécies nativas com essas caracteristicas
potencialmente econémicas e efetuar a domesticacédo e utilizacdo racional das mesmas
na area de melhoramento.

Grande parte da variabilidade das plantas comercializadas tem origem em
hibridacbes (BUITENDIJK et al., 1995; DE JEU & JACOBSEN, 1995) ou através de
tratamentos mutagénicos (LU & BRIDGEN, 1997), no entanto, essas metodologias tém
gerado hibridos com diferentes graus de incompatibilidade. Uma maneira de se efetuar a
avaliacdo da estabilidade dos hibridos, antes de serem colocados no mercado, €

conhecer citogeneticamente, tanto as espécies parentais como os hibridos formados.

2.2 Caracterizacado botanica da familia Alstroemeriaceae

A familia Alstroemeriaceae (monocotileddnea), descrita por DUMONTEIR
(1829), segundo a APGII (2003) pertence ao clado (ordem) Liliales, possui cerca de 190
espécies distribuidas desde a regido central do México até o Sul da América do Sul
(ASSIS, 2001).



A familia é dividida em trés géneros: Alstroemeria L., Bomarea Mirb., e
Leontochir Phil. (SANSO & XIFREDA, 2001). No Brasil sdo encontrados apenas 0s
géneros Alstroemeria L. e Bomarea Mirb. (ASSIS, 2002).

O género Alstroemeria L., foi descrito por Linnaeus em 1762, o qual deu o nome
de Alstroemeria em homenagem ao seu amigo Alstroemer (SANSO, 1996). O género
Alstroemeria pertencia a familia Amaryllidaceae até meados de 1820 quando
DUMONTEIR (1829) descreveu a familia Alstroemeriaceae e incluiu nesta, os géneros
Alstroemeria L e Bomarea Mirb.

Durante varias décadas, varios autores ndo reconheceram a familia
Alstroemeriaceae mantendo a classificacdo do género Alstroemeria dentro da familia
Amaryllidaceae.

Hallier (1903 apud ASSIS, 2001) descreveu espécies de Alstroemeria como
pertencentes a familia Alstroemeriaceae que na época estava incluida na ordem
Liliflorae. Anos depois, TAKHTAJAN (1969) incluiu a familia Alstroemeriaceae na
ordem Liliales, mudanca que ndo foi aceita por varios autores. RUDALL et al. (2000),
posicionaram a familia Alstroemeriaceae na ordem Liliales, reafirmando a posicdo de
TAKHTAJAN (1969), que é aceita na atual classificacdo da APGII (2003).

O género Alstroemeria L. € caracterizado principalmente por plantas herbaceas,
eretas, com inflorescéncias em cimeira umbeliforme e de flores zigomorfas com padrdes
de listras nas tépalas. Sao originarias da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai,
Peru e Uruguai (SANSO, 1996; ASSIS, 2001; SANSO & XIFREDA, 2001), sendo
Brasil e Chile os paises que apresentam maior nimero de espeécies.

Restritas a América do Sul, ha cerca de 90 espécies do género Alstroemeria L.,
sendo que no Brasil ocorrem 39 delas (Tabela 1). As diferentes espécies brasileiras de
Alstroemeria podem ser encontradas em quase todos os tipos de habitats como:
florestas, cerrados, campos de altitudes, brejos, afloramentos rochosos e caatinga, em
altitudes que variam de 300 m até 2.300 m. A maioria das espécies possui distribuicao
de habitat relativamente restrita. (ASSIS, 2001).

Para as espécies brasileiras do género Alstroemeria, a série de trabalhos mais
completos sobre taxonomia foi desenvolvida por ASSIS (2002, 2003, 2006, 2009) onde
foram descritas novas espécies ocorrentes no Brasil, sendo seis delas no estado de
Minas Gerais: A. calliantha M.C.Assis, A. julieae M.C.Assis, A. ochracea M.C.Assis,
A. penduliflora M.C.Assis, A. rupestris M.C.Assis, A. variegata M.C.Assis; uma no

estado do Parana a espécie A. amabilis M.C. ssis; uma no estado do Espirito Santo a A.



capixaba M.C.Assis, uma no estado do Para a espécie A. paraensis M.C.Assis e uma no

estado do Rio Grande do sul a A. albescens M.C.Assis.

Tabela 1 — Espécies de Alstroemeria encontradas no Brasil, com seus respectivos locais
de origem e autores que descreveram as espécies pela primeira vez, ssgundo MEEROW
et al., (1999) e M.C.ASSIS, (2002, 2003, 2004, 2006, 2009).

Espécies Locais onde séo encontradas Autor

A. albescens Afloramento rochoso. RS M.C.ASSIS, 2009

A. amabilis Locais imidos e elevados. PR e SC. M.C.ASSIS, 2003

A. amazonica Matas secas de solos pedregosos. PA. DUCKE, 1915

A. apertiflora Argentina, Paraguai e Brasil. Em regides BAKER, 1888
brejosas. GO, MG e RS.

A. brasiliensis Locais umidos nos cerrados. GO e MT. SPRENG, 1825

A. burchellii Locais umidos em afloramentos rochosos e BAKER, 1877
cerrados. GO.

A. caiaponica Cerrados. GO e MT. RAVENNA, 2000

A. calliantha Avreas de transicdo de caatinga com floresta M.C.ASSIS, 2009
estacional em locais sombreados. MG.

A. capixaba Interior das florestas estacionais M.C.ASSIS, 2003

A.caryophyllaea
A. chapadensis

A. cunha

A. foliosa

A. fuscovinosa

A. gardneri

A. inodora

A. isabelleana

A. julieae

semideciduas. ES.

Locais umidos e sombreados. MG e RJ.
Cerrados. MT.

No interior de florestas estacionais
semideciduas. ES, MG, PR, RJ e SP.
Serras. MG. RJ e SP.

Capoeira e interior de floresta estacional
semidecidua. MG e SP.

Cerrado. BA, MG, MT, GO e DF.
Interior das florestas estacionais
semideciduas. SC, SP, PR, RS.
Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil.
Regides brejosas. MG e RS.

Cerrado. MG.

JACQUIN, 1804
HOEHNE, 1915
VELLOZO, 1829

MARTIUS, 1829
RAVENNA, 2000

BAKER, 1877
HERBERT, 1837

HERBERT, 1837

M.C.ASSIS, 2002
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Continuacéo

A. longistaminea

>

> > > >

> » r > > >

A.

. longistyla

. malmeana

. monticola

. ochracea
. orchidioides
. paraensis

. penduliflora
. piaubyensis

. plantaginea
. psittacina

. punctata

. radula

. rupestris

. sellowiana

. Speciosa

. stenopetala

. stenophylla

. tombolatoan

. variegata

viridiflora

Locais sombreados das caatingas.
Pernambuco, Sergipe e BA.
Campos brejosos. DF, GO, MG.
Campos umidos. PR e RS.

Locais sombreados de solo arenoso e
pedregoso. BA e MG.

No interior ou na borda de matas. MG.
Matas semi-deciduas. DF e GO.

Florestas estacionais semideciduas. PA.
Afloramentos rochosos e cerrados de
altitudes. MG.

Ilhas de florestas ombrdfilas abertas e nas
caatingas. Piaui, Pernambuco e Ceara.
Afloramentos rochosos e campo sujo. BA,
MG e SP.

Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil. Locais
sombreados no interior ou na orla de mata.
MS, MT, PR, RS e SP.

Cerrados. DF e GO.

Mata de altitude e em solo arenoso. ES e RJ.
Afloramentos rochosos. MG.

Regides brejosas. PR, RS e SC.

Matas higrofilas em elevadas altitudes SP.
Cerrados, campos Umidos e em afloramentos
rochosos. DF, GO e MG.

Afloramentos rochosos e borda da mata ciliar.

GO e MG.
Cerrados. TO, GO e MT.

Altitudes elevadas em afloramentos rochosos.

MG.
Cerrado e borda de mata ciliar. DF, GO, MG,
MS e MT.

MARTIUS, 1829

SCHENK, 1955
KRAENZL, 1913

MARTIUS, 1829

M.C.ASSIS, 2002
MEEROW, 1999
M.C.ASSIS, 2006
M.C.ASSIS, 2002

GARDNER, 1888
MARTIUS, 1829
LEHMAN, 1826
RAVENNA, 2000
DUSEN, 1905
M.C.ASSIS, 2002
SEUB., 1855
M.C.ASSIS, 2004
SCHENK, 1855

M.C.ASSIS, 2002

M.C.ASSIS, 2004
M.C.ASSIS, 2002

WARMING, 1872




2.3 Espécies do género Alstroemeria estudadas
2.3.1 Alstroemeria cunha Vell.

A espécie A. cunha foi descrita por Vellozo (1829 apud ASSIS, 2001).
Posteriormente em 1831, a mesma espécie foi publicada com o nome de A. cunea. A
grafia A. cunha foi mantida como correta por ter sido publicada anteriormente a A.
cunea.

A espécie é frequentemente encontrada no interior de florestas estacionais
semideciduas no Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana
(ASSIS, 2001) e apresenta porte herbaceo.

O florescimento ocorre esporadicamente ao longo do ano, sendo a ocorréncia
mais intensa de florescimento nos meses de novembro a marco.

A. cunha (Figura 1A) se assemelha a espécie A. inodora (Figura 1B), sendo
ambas encontradas no mesmo tipo de habitat. No entanto, elas podem ser diferenciadas
pela presenca de flores com listras ou manchas nas tépalas externas em A. inodora o que
ndo ocorre em A. cunha (ASSIS, 2001).

2.3.2 Alstroemeria inodora Herb.

A espécie A. inodora foi descrita por Herbert (1837 apud ASSIS, 2001). Esta
espécie ocorre no interior das florestas estacionais semideciduas de S&o Paulo, Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul e apresenta porte herbaceo (ASSIS, 2001) e seu
florescimento ocorre geralmente, entre os meses de outubro a janeiro e frutifica em
dezembro e marco.

A espécie A. inodora (Figura 1B) é caracterizada por apresentar flores de tépalas
externas rubro-variegadas e internas rubro-lineadas. Esta espécie também se assemelha
a espécie A. psittacina (Figura 1D) da qual se diferencia por possuir flores com tépalas

externas e internas rubro-maculadas (ASSIS, 2001).

2.3.3 Alstroemeria longistaminea Mart. ex Schult. & Schult.f.

A espécie A. longistaminea foi descrita por Martius (1829 apud ASSIS, 2001). E
encontrada nos afloramentos rochosos em locais sombreados das caatingas de
Pernambuco, Sergipe e Bahia (ASSIS, 2001) e apresenta porte herbaceo.

O florescimento da espécie ocorre na estacdo mais seca, principalmente nos
meses de maio a agosto, podendo as vezes florescer em setembro e outubro; frutifica em

agosto e setembro.



A espécie é conhecida na Bahia (BA) como salsaparrilna e no Sergipe (SE)
como Bico-de-nanbu.

A. longistaminea (Figura 1C) ¢ facilmente identificavel por suas flores péndulas,
suas tépalas externas elipticas a obovadas, filetes e estiletes papilosos e seu habito
vegetativo com folhas membranaceas glabras e patentes (ASSIS, 2001).

2.3.4 Alstroemeria psittacina Lehm.

A espécie A. psittacina foi descrita por Lehman (1826 apud ASSIS, 2001). Além
do Brasil esta espécie é encontrada também na Argentina, Uruguai e Paraguai. No
Brasil a espécie é encontrada em locais sombreados no interior ou na orla de mata nos
Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Parana e Rio Grande do Sul
(ASSIS, 2001) e apresenta porte herbaceo.

Seu florescimento ocorre nos meses de novembro, dezembro, fevereiro e maio e
frutifica em novembro.

A. psittacina (Figura 1D) é caracterizada pelas flores vermelhas, com o tergo
distal verde, e também por apresentar todas as tépalas rubro-maculadas. Esta espécie se
assemelha muito a A. inodora (Figura 1B) da qual se diferencia pelas flores que em A.
inodora se apresentam com as tépalas externas rubro-variegadas e internas rubro-
lineadas e ndo rubro-maculadas como ocorre com as flores de A. psittacina (ASSIS,
2001).

2.4 Estudos citogenéticos para o género Alstroemeria L.

As primeiras contagens cromossdmicas para o género Alstroemeria foram
realizadas por TSUCHIYA et al. (1987). Estudando nove cultivares e dois hibridos de
A. ligtu, estes autores determinaram para dois dos cultivares e para os dois hibridos um
namero cromossdmico dipldide (2n = 16); para seis cultivares um namero triploide (2n
= 24) e para apenas um dos cultivares, um numero tetraploide (2n = 2x + 1 = 33).
Posteriormente, TSUCHIYA & HANG (1987) determinou o nimero cromossdmico
para nove espécies (A. aurantiaca, A. psittacina, A. pulchella, A. pelegrina, A.
versicolor, A. haemantha, A. chilensis, A. caryophyllaea e A. hookeri) e mais 25
cultivares. Todas as espécies apresentaram cariétipo dipldéide com 2n = 2x = 16
cromossomos. Dos cultivares, quatro deles apresentaram nimero dipldide (2n = 16), 13

eram triploides (2n = 24) e oito eram tetraploides (2n = 32).



Figura 1 — Ramos reprodutivos de Alstroemeria. (A) A. cunha; (B) A. inodora; (C) A.
longistaminea; (D) A. psittacina. Fotos de M. C. de Assis.

HANG & TSUCHIYA (1988) publicaram o namero cromossomico de 11
cultivares, sendo dois deles dipldides (2n = 16), sete triploides (2n = 24) e dois
tetraploides (2n = 32). Os cultivares poliploides, determinados pelos autores acima
citados, eram resultantes de duplicacdo cromossémica e da formacdo de hibridos
interespecificos ao acaso.

TSUCHIYA & HANG (1989) estudaram 11 espécies (A. aurantiaca, A.
caryophyllaea, A. chilensis, A. haemantha, A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina, A.
psittacina, A. pulchra, A. versicolor, A. violacea). Nesse trabalho o0s autores
confirmaram o nimero cromossémico dipldide igual a 2n = 16 para sete espécies que 0s
mesmos ja haviam estudado em 1987 e determinaram o nimero cromossdmico para
outras trés espécies (A. ligtu, A. pulchra, A. violacea) como sendo 2n = 2x = 16. Estudos
posteriores também confirmaram que as espécies do género Alstroemeria sdo dipldides
com 2n = 2x = 16 cromossomos (HUNZIKER & XIFREDA, 1990; PINTO-MAGLIO et
al., 1995; SANSO, 2002). Uma relagdo com contagens cromossdmicas neste género,

disponiveis na literatura especializada, encontram-se na (Tabela 2).
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Tabela 2 — Relacdo das espécies de Alstroemeria com contagem cromossémica,
segundo GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e MISSOURI BOTANICAL
GRADEN (2008).

Espécie n 2n Referéncia
A. haemantha 8 CORTAZAR, 1948
A. patagonica 16 MOORE, 1981
A. pulchra 8 NORDENFLYCHT, 1981
A. caryophyllaea 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. aurantiaca 8ll 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. chilensis 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. haemantha 8l 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. hookeri 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. ligtu 8ll, 711+ 21 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. pelegrina 8Il, 711 +21 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. psittacina 8ll 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. pulchella 8ll 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. pulchra 8l 711+2 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. versicolor 8ll 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. violacea 8l 16 TSUCHIYA & HANG, 1989
A. pelegrina 16 STEPHENS et al., 1993
A. aurea 16 BUITENDIUK & RAMANNA, 1996
A. inodora 16 BUITENDIJK & RAMANNA, 1996
A. philippii 16 BUITENDIJK & RAMANNA, 1996
A. psittacina 16 BUITENDIJK & RAMANNA, 1996
A. ligtu 16 BUITENDIJK et al., 1998
A. magnifica 16 BUITENDIJK et al., 1998
A. hygrophila 16 MEEROW et al., 1999
A. orchidioides 16 MEEROW et al., 1999

HUNZIKER & XIFREDA (1990) realizaram estudos cromossémicos meioticos
para duas espécies coletadas na argentina, A. aurea e A. psittacina, esta Gltima tambem
encontrada no Brasil, e para duas espécies do género Bomarea, a espécie argentina B.

edulis e a espécie colombiana B. setacea. Estes autores determinaram para as espécies
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de Alstroemeria nimero hapléide de cromossomos n = 8 e para as espécies de Bomarea
n = 9. Embora as espécies de Bomarea apresentem um par cromossdémico a mais, estas
espécies apresentam cromossomos com comprimentos menores em relacdo aos das
espécies de Alstroemeria. Segundo o0s autores, esses resultados sugerem que
Alstroemeria pode ter se derivado de Bomarea por translocacdes de material genético
para outros cromossomos, pela perda de um centrémero e ainda pela adi¢do de copias
repetitivas de DNA em todos 0s cromossomos.

Trabalho semelhante foi realizado por SANSO & HUNZIKER (1998) onde
foram realizados estudos cariotipicos e meidticos de duas espécies A. isabellana Herb. e
A. psittacina Lehm., espécies estas encontradas na Argentina e Brasil, e duas espécies
argentinas de Bomarea (B. boliviensis Baker e B. edulis Herb). Com os estudos
meidticos e mitoticos, os autores confirmaram o nimero cromossémico para 0 género
Alstroemeria como sendo n =8 e 2n = 16 e para 0 género Bomarean =9 e 2n = 18. Os
autores constataram que o0s dois géneros apresentam consideraveis diferencas entre si no
namero cromossdmico e tambem na formula cariotipica. Da mesma forma que 0s
autores anteriores, eles sugerem a hipétese de que ha uma tendéncia a diminuicdo do
namero basico de x = 9 para X = 8, e um aumento do comprimento total da cromatina
(CTC) ja que as espécies de Alstroemeria apresentam maior CTC que as espécies de
Bomarea.

Estudos para diversas espécies argentinas de Alstroemeria foram realizados por
SANSO (1996) e SANSO & XIFREDA (2001) e para espécies chilenas por BAYER
(1987) e MUNOZ-SCHICK (2003). A partir de um estudo de SANSO (2002), foram
adicionadas novas identificacGes de espécies argentinas e chilenas, a saber: A. andina
ssp. venustula, A. hookeri ssp. cummingrana, A. hookeri ssp. recumbens, A. palliada, A.
patagonica, A. pseudospathulata e A. pygmaea,. Para as espécies A. andina ssp.
venustula e a A. pygmaea foi feita a cariotipagem e para as demais espécies (A.
patagonica, A. pseudospathulata, A. hookeri ssp. recumbens, A. palliada e a A. hookeri
ssp.cummingrana) foram realizados adicionalmente estudos meioticos. Para todas estas
espécies estudadas o numero de cromossomos encontrado foi 2n = 2x = 16
Cromossomos.

Com o uso da técnica de bandamento-C, BUITENDIJK & RAMANNA (1996)
estudaram duas espécies brasileiras de Alstroemeria (A. inodora e A. psittacina), trés
espécies e trés subespécies chilenas (A. aurea, A. pelegrina, A. philippii e as

subespécies A. angustifdlia, A. magnifica, e A. ligtu) e dez hibridos interespecificos.
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Mediante a técnica de bandamento foi possivel estabelecer os pares cromossémicos de
todas as especies e subespécies estudadas. A partir dos padrbes de banda-C, os autores
verificaram similaridade cariotipica entre as espécies estudadas; para as subespécies
foram verificadas diferencas no padréo de banda-C.

Para discriminar espécies de Alstroemeria envolvidas na formagdo de hibridos
interespecificos, KUIPERS et al. (1997) usaram uma combinacdo da técnica de
hibridacéo in situ genémico (GISH) com slot-blot e hibridagdo southern blot. Com a
técnica de GISH foi possivel discriminar claramente as espécies parentais envolvidas na
formacdo dos hibridos interespecificos entre as espécies chilenas e entre espécies
chilenas e brasileiras. Todas as espécies parentais envolvidas na formagdo dos hibridos
e 0s proprios hibridos eram todos dipldides com 2 n = 2x = 16 cromossomos.

Estudos de comportamento de cromossomos meidticos e também de
bandamento-C foram realizados por ISHIKAWA & ISHIZAKA (2002). Estes autores
estudaram espécies dipldides de A. ligtu e A. pelegrina e seus hibridos interespecificos
triploides e tetraploides (2n = 16, 3n = 24, 4n = 32).

2.5 Coloracdo com Giemsa

O corante Giemsa é um corante que marca 0S Cromossomos uniformemente
assim como a técnica do corante carmim acético. Essas técnicas consideradas
convencionais sdo limitantes qualitativamente, e muitas vezes ndo proporcionam uma
diferenciacdo longitudinal dos cromossomos. Com o emprego destas técnicas, é
possivel determinar: o numero cromossdmico das espécies, as medidas dos
cromossomos, 0 comprimento total da cromatina, o indice de assimetria, a visualizagdo
da regido centromérica, da constricdo secundaria e do segmento satélite a ela associada,
quando presente, a classificagdo dos cromossomos em categorias, que vao de
metacéntrico a telocéntrico e o estabelecimento da formula cariotipica.

A obtencdo de véarios dados cromossémicos através da utilizacdo das técnicas
convencionais usadas por muitos autores, e em alguns casos a apresentacdo do cariétipo
simplesmente corado com corantes convencionais, € insuficiente para uma
caracterizacdo intraespecifica e/ou interespecifica de espécies, pelo fato dessa
metodologia ndo ser capaz de especificar caracteristicas morfoldgicas detalhadas,
muitas vezes necessarias para a identificacdo individual dos cromossomos.

Para citar alguns exemplos, temos primeiramente o trabalho realizado por

SILVEIRA et al. (2006) que, utilizando a técnica de Giemsa, determinaram o namero
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cromossdmico e as medidas dos cromossomos de duas espécies do género Myrciaria,
popularmente conhecida como jabuticaba, a espécie silvestre Myrciaria trunciflora e a
cultivada Myrciaria cauliflora, como sendo 2n = 22 cromossomos para a espécie
cultivada e 2n = 48 cromossomos para a nativa. Estes dados permitiram estabelecer a
divergéncia presente entre as espécies quanto ao nimero cromossémico.

LOMBELLO & FORNI-MARTINS (1998) utilizando a técnica de Giemsa
determinaram o nimero cromossémico de 11 espécies pertencentes a sete diferentes
familias de trepadeiras. A caracterizacdo destas espécies foi possivel com a
complementacdo dos dados das medidas de cada par cromossomico e do calculo do
indice centromérico. Esses mesmos autores determinaram também através deste tipo de
coloracdo o nimero cromossdémico, para outras cinco espécies pertencentes a familia
Sapindaceae, sendo a caracterizagdo das mesmas, também complementada pelas
medidas e indice centromérico.

Seguindo basicamente os mesmos dados das analises apresentadas acima,
ANDRADE et al. (2008) caracterizaram citogenéticamente a espécie Crotalaria
lanceolata como sendo um dipldide com 2n = 16 cromossomos e férmula cariotipica
12M + 4SM.

FELIX et al. (2008) confirmaram a grande variabilidade -cariotipica
intraespecifica existente no género Zephyranthes Herb. (Amaryllidaceae: Hippeastreae).
Neste estudo apesar das andlises dos cromossomos terem sido feitas apenas com 0s
corantes convencionais Giemsa e hematoxilina, a determinacdo cariotipica de 32
individuos de uma populacdo da espécie Zephyranthes sylvatica possibilitou a
identificacdo de trés citotipos diferentes.

ORTOLANI et al. (2007) utilizaram a técnica de Giemsa para efetuar a
cariotipagem da espécie Schlumbergera truncata (Cactaceae) que apresenta plantas com
flores de diferentes coloracfes, e também a cariotipagem do hibrido Schlumbergera X
buckleyi. A diferenciacdo das espécies nesse género, através de -caracteristicas
fenotipicas, ndo proporciona por si s6 uma separacdo confiavel. No entanto, o uso da
técnica de Giemsa juntamente com o bandamento-C e as medidas cromossdmicas,
foram suficientes para que os autores conseguissem identificar as espécies pelo
cariotipo, com excec¢do de apenas uma delas, que néo foi identificada nem mesmo com a
aplicacdao de bandamento-C.

As primeiras contagens cromossémicas para 0 género Alstroemeria, realizadas

por TSUCHIYA et al. (1987), foram efetuadas usando-se o corante convencional
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carmim acético. PINTO-MAGLIO et al. (1995) usando igualmente corante
convencional, como o Giemsa, determinaram também o numero cromossdmico para
algumas espécies do género Alstroemeria. Estes autores verificaram que a coloracéo
com Giemsa era insuficiente para a diferenciacdo cromossdmica intraespecifica e
interespecifica, visto as espécies do género ndo apresentarem diferencas no nimero de
cromossomos e nem diferencas morfolégicas nos complementos cromossémicos. Com
base nesses resultados esses autores iniciaram experimentos inicialmente aplicando as
técnicas de bandamento com CMA e DAPI, com resultados positivos quanto a
diferenciacdo cromossdmica das espécies analisadas (dados ndo publicados). O presente
trabalho deu continuidade a esta caracterizacdo cariotipica de espécies de Alstroemeria
ndo somente através das técnicas de bandamento CMA/DAPI, mas ainda
complementada com o mapeamento das regides organizadoras do nucléolo (NOR)
através do uso das técnicas de hibridacéo in situ fluorescente (FISH) e da impregnacao
com prata (AgNOR), estando os resultados descritos nesta dissertagéo.

Embora as técnicas convencionais de coloracdo cromossémica, como a
coloracdo pelo corante Giemsa permita a diferenciacdo de espécies, muitas vezes sao
necessarias técnicas de bandamento para uma caracterizacdo mais detalhada dos
cromossomos individualmente. Técnicas de bandamento-C, bandamento-NOR,
bandamento com fluorocromos CMA e DAPI entre outras, permitem maior

detalhamento da estrutura e morfologia dos cromossomos individuais.

2.6 Bandamento com corantes fluorescentes - CMAz; e DAPI

A técnica de coloracdo utilizando corantes fluorescentes (fluorocromos) para
bandamento tem sido usada para a obtencdo de padrées diferenciais caracteristicos de
bandas fluorescentes nos cromossomos 0 que proporciona uma analise mais refinada
dos conjuntos cromossdmicos. Os fluorocromos mais utilizados atualmente sdo o 4’-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) e a Cromomicina Az (CMA).

Segundo SCHWEIZER (1976), preparacdes cromossdmicas com 0S
fluorocromos DAPI e CMA; produzem padrdes de bandamento de acordo com a
afinidade de bases do DNA. O corante fluorescente CMA3; € um fluorocromo que se liga
as regides heterocromaticas ricas em bases nitrogenadas guanina e citosina (GC), ja o
DAPI é¢ um fluorocromo que se liga as regibes cromossdmicas ricas em bases
nitrogenadas adenina e timina (AT). Estes fluorocromos podem ser associados a

antibidticos como a distamicina e actinomicina, respectivamente, para incrementar o
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contraste do bandamento. O fluorocromo CMA; pode ser usado associado ao antibi6tico
distamicina (CMA3-DA) o qual age como um contracorante que se liga as bases AT,
permitindo um maior contraste nas regides ricas em GC. Da mesma forma, o DAPI
quando associado ao antibidtico actinomicina (AMD) faz com que este funcione
também como um contracorante, neste caso ligando-se as bases GC promovendo maior
contraste das regides ricas em AT.

Os resultados obtidos com o uso de corantes fluorescentes tém permitido um
melhor entendimento sobre a origem e evolugdo dos cariotipos de plantas pelo fato
dessas técnicas permitirem uma comparacao entre os padrfes de bandas fluorescentes, e
sua composicdo, nos diferentes cromossomos e nos diferentes complementos.
Caracterizagbes citogenéticas de espécies ornamentais, mediante bandamento
cromossdmico com o uso de fluorocromos, foram realizadas por varios autores.

Para o género Crinum (Amaryllidaceae), AHMED et al. (2004), determinaram o
namero cromossdmico e 0 padrdo de bandas CMA; e DAPI para trés subespécies do
género (C. amoenum, C. asiaticum e C. latifolium). A partir destes dados os autores
foram capazes de determinar que C. latifolium era um alotripléide de segmento.

Com o objetivo de encontrar informacbes adicionais de diferenciacdo e
organizacdo gendmica para espécies do género Hypochaeris (Asteraceae) CERBAH et
al. (1998) realizaram bandamento com CMAg, impregnacdo com prata e hibridacdo in
situ com sequéncias de rDNA 18S-5.85-28S e 5S. Todas as espécies analisadas
apresentaram bandas CMA;*, bandas NOR e sinais de hibridac&o in situ localizados,
principalmente, na regido do satélite e nas constricbes secundarias. Todas as bandas
CMA; positivas corresponderam as localizagdes das bandas NOR e dos sinais de
hibridacdo com rDNA 18S-5.8S-28S. Baseados nos dados resultantes destas técnicas, 0s
autores puderam estudar a evolucao cariotipica do género.

Caracterizagdo citogenética com as técnicas de bandamento-C, bandamento com
fluorocromos CMA e DAPI e hibridacdo in situ para rDNA, foi também realizada por
RAN et al. (1999) para quatro espécies do género Clivia as quais possuiam namero e
forma de cromossomos muito semelhantes. As diferencas nos padrdes de bandamento,
obtidas entre as espécies permitiram que as mesmas fossem perfeitamente identificadas.
Para as quatro espécies o padrdo de bandamento-C foi muito similar ao do bandamento
DAPI. Os sitios de rDNA variaram de um a trés e coincidiram com as bandas de CMA”*

e com a impregnacdo com prata para duas espécies (C. miniata e C. gardenii).
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CARVALHO & GUERRA (2002) determinaram que as espécies de Manihot e
cultivares de Manihot esculenta apresentam grande similaridade no complemento
cromossdmico. Todas as espécies apresentaram caridtipo simétrico com 2n = 36
cromossomos. Com técnicas convencionais de coloracdo os autores definiram poucas
variagdes entre os cariotipos; porém com as técnicas de banda-C, banda-NOR,
bandamento com corantes fluorescentes CMA e DAPI, e a localizagdo de sequéncias de
rDNA 5S e 18S-5.5S-26S diferenciaram efetivamente as espécies.

Para diferenciagdo de espécies do género Lilium (L. pyrenaicum Gouan, L.
pomponium L. e L. carniolicum Bernh.) que possuem todas 2n = 24 cromossomos,
SILJAK-YAKOVLEYV et al. (2003) utilizaram as técnicas de impregnacdo com prata,
bandamento com os fluorocromos DAPI e CMA; e hibridizagéo in situ para rDNA. O
namero e a posicao das bandas de CMA e o numero e localizagdo de sitios de rDNA,
permitiram que as espécies fossem diferenciadas a nivel cromossémico.

A fim de compreender melhor a citogenética e a evolugédo do género Selaginella
(Pteridophyta) MARCON et al. (2005) realizaram estudos citogenéticos em sete
espécies brasileiras do género (S. muscosa Spring, S. simplex Baker, S. willdenowii
Baker, Selaginella sp., S. producta Baker, S. plana, S. convoluta Spring) utilizando
diferentes métodos de coloracdo. Determinaram a distribuicdo de sitios de rDNA 45S,
bandamento com os fluorocromos CMA com distamicina e DAPI e impregnacdo com
prata. O bandamento com os fluorocromos CMA e DAPI mostrou uma fraca
diferenciacio cromossdémica. As bandas CMA" mostraram sintenia com os sitios de
rDNA 45S. As espécies estudadas apresentaram grande variagdo no comprimento
cromossdmico, quando comparadas entre elas, e 0 nimero cromossémico variou de 2n
= 18, 20 e 24. A partir destes dados associados a localizacdo dos sitios de rDNA, os
autores concluiram que grandes variacdes estruturais cariotipicas contribuiram para a
evolucdo do género, e que as variacdes do nimero basico do género x = 9 e x = 10
poderiam ter surgido, neste grupo, duas ou mais vezes independentemente.

MONDIN et al. (2007) também caracterizaram cromossomicamente a espécie
Crotalaria juncea (Fabaceae) utilizando técnicas de bandamento-C, impregnacdo com
prata, bandamento com fluorocromos e hibridacdo in situ para as sequéncias de rDNA
18S-5.85-26S e 5S. Os autores descreveram que todos os cromossomos de C. juncea
apresentaram bandas-C e bandas CMA/DA na regido do centrémero, a coloracdo com

DAPI resultou em bandas negativas e a hibridagdo in situ revelou dois sinais de rDNA
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18S-5.85-26S e um de rDNA 5S. A coloragdo com prata revelou bandas coincidentes
com alguns dos sitios de rDNA.

As técnicas de coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI foram usadas por
KOEHLER et al. (2008) para rever a delimitacdo e propor uma classificagdo mais
estavel para o género Christensonella (Orchidaceae). Os dados citogenéticos indicaram
0 numero de cromossomos variando de 2n = 36, 38 e 76. Embora estudos
complementares sejam ainda necessarios para uma melhor compreensdo do género
Christensonella, os padrfes de bandas e a contagem cromossdmica sugerem a
ocorréncia de fusdo céntrica e/ou fissdo, especialmente para C. ferdinandiana; os
resultados sugerem também que as espécies com nimero cromossémico igual a 2n = 36
evoluiram das espécies com numero cromossdmico igual a 2n = 38. Portanto, 0s
padrdes de heterocromatina e outros dados cariotipicos, provaram ser de grande
importéancia para entender os padrdes evolutivos dentro do género.

Em alguns dos estudos acima ficou claro que a utilizacdo do bandamento com
fluorocromos é uma ferramenta importante para a diferenciacdo, caracterizacdo e até
mesmo uma visualizacdo dos processos evolutivos das espécies.

Para 0 género Alstroemeria ndo existem dados publicados sobre a caracterizacéo
cromossdmica através de bandamento com os fluorocromos CMA; e DAPI. No presente
trabalho os resultados da aplicagédo das técnicas de bandamento com CMA e DAPI sdo
originais, e sdo aqui relatados pela primeira vez. Assim, apesar de BAEZA et al. (2006;
2007) terem usado fluorocromo DAPI para caracterizar 0S cromossomos das espécies
chilenas A. ligtu subsp. ligtu e A. ligtu subsp. samsii, A. aurea, A. hookeri e A presliana

ndo foram descritos padrdes de bandas para as referidas espeécies.

2.7 Hibridacao in situ

A hibridacdo in situ (HIS) é uma técnica empregada para a visualizacdo de
sequéncias definidas de acidos nucléicos, DNA alvo (DNA ou RNA), em preparacdes
celulares, através da hibridacdo com sequéncias complementares conhecidas (DNA
sonda). O objetivo final da hibridacdo in situ, consiste basicamente na verificacdo se a
célula, tecido ou cromossomos possuem sequéncias de nucleotideos do DNA utilizado
como sonda. Esse método foi descrito pela primeira vez por GALL & PARDUE (1969).
A técnica proporciona a intera¢do entre conhecimento da biologia celular, citogenética

classica e genética molecular.
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A técnica de hibridizacao in situ fluorescente (fluorescense in situ hybridization
- FISH) difere da anterior HIS por utilizar corantes fluorescentes para detectar os
nucleotideos marcados da sonda. Nesta técnica podem ser usadas como sonda,
sequéncias Unicas ou repetitivas (organizadas em tandem) ou ainda o DNA genémico
total de um organismo, neste caso denominando-se a técnica de GISH (genomic in situ
hybridization). Essa técnica vem sendo utilizada na construcdo de mapas fisicos de
cromossomos, na andlise e investigacdo da estrutura, funcdo e evolugdo dos
cromossomos, e na deteccdo de genomas (LEITCH et al., 1994).

As sondas mais comumente utilizadas séo aquelas de sequéncias repetitivas por
serem mais facilmente detectadas e por isto proporcionam sinais mais evidentes. Das
sondas de sequéncias repetitivas, uma das mais aplicadas séo as sequéncias de rDNA
45S e 5S. A sonda de rDNA conhecida como pTa71 possui 9,0 Kb e corresponde a
sequéncia de DNA ribossdmico de Triticum aestivum, que abrange as regides 28S, 5.8S
e 26S e foi clonada no plasmideo pUC19 (GERLACK & BEDBROOK, 1979) e a sonda
de rDNA 5S conhecida como pScT7 corresponde a sequéncia de DNA ribossdmico 5S
isolada de Secalle cereale, possui 300-500 pb e foi clonada no plasmidio pUCS,
(LAWRENCE & APPELS, 1986).

Com a finalidade de construir uma arvore filogenética ADAMS et al. (2000)
usaram a técnica de FISH para verificar a distribuicdo das sequéncias de rDNA 5S e
18S-5.85-26S em 13 especies de Aloe (Asphodelaceae). As espécies possuem varios
niveis de ploidia, estdo distribuidas em varias regides geograficas e apresentam uma
gama de tipos morfoldgicos diferentes. Os autores constataram que a distribuicdo de
sinais de rDNA 5S era semelhante em posicdo em todas as espécies analisadas, ja a
distribuicdo de sitios de rDNA 18S-5.8S-26S mostrou-se instavel e variavel em nimero,
localizacdo e tamanho. Os resultados demonstraram claramente que essa regido de
rDNA 45S mudou ao longo da especiacéo nesse grupo de plantas.

A fim de determinar a variabilidade de sitios de rDNA 5S e 45S em 20 espécies
de Passiflora com varios niveis de ploidia, MELO & GUERRA (2003) usaram a técnica
de hibridacdo in situ com sondas de rDNA 5S e 45S para investigar a origem da
variacdo do numero cromossdmico basico, propostos para 0 género como sendo X = 6,
comx =9, x =10 e x = 12. O nimero e a localizacdo dos sitios de rDNA 5S e 45S
foram consistentes com a hipdtese de x = 6 ser o provavel genoma ancestral para o

género.
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Localizacdo de regies organizadoras do nucléolo (NORs) para a determinagéao
da origem poliploide das espécies do subgénero Rosa, foi investigada por
FERNANDEZ-ROMERO et al. (2001) pela técnica de hibridacdo in situ (FISH).
Regides NORs reveladas pela hibridacdo in situ, foram localizadas em cinco espécies
diploides com 2n = 2x = 14 cromossomos (Rosa gigantea Coll., Rosa moschata Herrm.,
Rosa multiflora Thunb., Rosa rugosa Thunb. e Rosa sempervirens L.), em uma espécie
tripléide com 2n = 3x = 21 cromossomos (Rosa chinensis Koehne) e em uma espécie
tetraploide com 2n = 4x = 28 cromossomos (Rosa gallica L.). As espécies dipldides, a
tripldide e a tetrapléide apresentaram respectivamente dois, trés e quatro sitios de
rDNA. Estas andlises juntamente com andlises meidticas, levaram os autores a
concluirem que a espécie R. chinensis Koehne é um autotripl6ide e R. gallica L. é um
alopoliploide natural.

Informacdes sobre o cariotipo, organizacdo do genoma e a evolucéo de sitios de
rDNA para o género Silene, foram determinados por SIROKY et al. (2001). Quatro
espécies (S. latifolia, S. vulgaris, S. pendula, S. chalcedonica) pertencentes a diferentes
secOes foram estudadas e todas apresentam mesmo numero cromossémico, 2n = 2x =
24. A hibridacdo in situ com duas sondas de rDNA 45S e 5S simultaneamente, revelou
acentuada variagdo no numero e localizacdo dos loci de rDNA. Com isso, 0s autores
indicaram que o genoma das espécies, altamente diversificado, é resultante de inUmeras
amplificacGes de DNA e translocagdes.

Visando aumentar a compreensdo da histéria evolutiva da espécie Camellia
reticulata e esclarecer a origem de polipléides, GU & XIAO (2003) utilizaram a técnica
de hibridacéo in situ com sonda de rDNA 18S-26S para a constru¢cdo de mapas fisicos
para trés tipos de ploidia da espécie C. reticulata e suas espécies afins, C. japonica, C.
yunnanensis, C. pitardii e C. saluenensis. Foram observados oito, 12 e 18 sitios de
rDNA no genoma diploide, tetraploide e hexaploide respectivamente. Os autores
verificaram através da multiplicidade de nimero, de tamanho, e da localizacdo dos sitios
de rDNA que o comportamento dos sitios de rDNA era extremamente complexo,
impedindo qualquer conclusdo a respeito dos possiveis parentais dessas espécies
polipldides.

Com o objetivo de esclarecer a ascendéncia de espécies polipléides do género
Hordeum de origem americana, TAKETA et al. (2005) utilizaram a técnica de
hibridacéo in situ com as sondas de rDNA 5S e 18S-25S. Os autores determinaram que,

todas as espécies estudadas apresentavam variacdo nas sequéncias de rDNA. Seis
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espécies tetrapldides diferenciaram-se no nimero de sitios de rDNA e quatro espécies
hexaploides foram similares em nimero e localizagdo dos sitios correspondentes as duas
sondas. Baseado nesses dados os autores concluiram que as espécies tetrapldides
parecem ser alopoliploides com genoma de uma espécie dipldide asiatica e de outra
espécie diploide americana.

Trabalho semelhante, de investigacdo parental, foi realizado por LIM et al.
(2007) os quais utilizaram ferramentas da citogenética molecular para investigar a
suposta origem do alopolipldide Iris versicolor envolvendo os progenitores Iris
virginica (2n = 70) e Iris setosa (2n = 38). A técnica de GISH mais a de FISH com as
sondas de rDNA 5S e 18-26S foram utilizadas para identificar a origem parental dos
cromossomos. A técnica de GISH aplicada nos cromossomos da espécie |. versicolor
mostrou que esta herdou o complemento cromossdmico das duas espécies em questao e
0 FISH revelou que todos as sitios de rDNA 18-26S presentes em I. versicolor séo
herdados de I. virginica. Em contraste, os dois sitios de rDNA 5S presentes em |I.
versicolor sdo encontrados, um em cada espécie, |I. setosa e I. virginica. Estes dados
confirmaram a hipotese de que 1. versicolor € um alopoliploide envolvendo as espécies
. virginica e |. setosa.

Como no género Lilium as espécies podem se reproduzir através da apomixia,
MARASEK et al. (2004) realizaram estudo através da utilizagdo de métodos citoldgicos
e citogenética molecular para confirmar a natureza de plantas obtidas a partir de
cruzamentos de Lilium henryi com as cultivares ‘Marco polo’ e ‘Expression’. De acordo
com analises citoldgicas, todos os gendtipos testados apresentaram 2n = 2x = 24
cromossomos. A técnica de GISH e de FISH com as sondas de rDNA 5S e 25S foram
utilizadas para a verificacdo a origem dos cromossomos parentais dessas plantas. A
presenca dos marcadores cromossémicos caracteristicos de cada um dos genotipos
parentais confirmou que as plantas obtidas do referido cruzamento eram realmente
hibridas.

Comparacéo cariotipica entre populacdes de duas espécies de Grindelia Willd.
(2n = 12) e trés espécies de Haplopappus Cass. (2n = 10 e 2n = 12) de origem chilena
pertencentes a familia Asteraceae, foram realizadas por BAEZA & SCHRADER
(2005). A realizacdo da hibridacéo in situ com as sondas de rDNA 45S e 5S, confirmou
a hipétese de que os caridtipos das espécies Grindelia e Haplopappus ndo passaram por

grandes mudangas durante a evolucdo, ndo havendo duvidas entretanto, quanto &
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ocorréncia de pequenos rearranjos cromossdmicos, principalmente nos sitios de rDNA
5S.

Estudando polimorfismo cromossémico dos genes ribossomais do género Oryza,
CHUNG et al. (2008) com o uso da técnica FISH e sondas de rDNA 18S-5.8S-28S
determinou que inversées cromossdmicas e transposicao de sequéncias de rDNA podem
tem ocorrido durante a evolucdo da espécie Oryza.

Um dos primeiros estudos em espécies de Alstroemeria usando a técnica de
hibridacdo in situ, foi o de KUIPERS et al. (1998). Estes autores efetuaram a
caracterizacdo de quatro espécies chilenas e brasileiras de Alstroemeria (A. aurea, A.
inodora, A. pelegrina, e A. psittacina) baseada na localizagdo fisica de sequéncias
repetitivas e de retrotransposons. Os autores utilizaram a técnica de FISH com a sonda
de rDNA 18S-5.5S-25S (pTa71) para a deteccdo da sequéncia ribossomal e as sondas
A001-1 e D32-18 para as demais sequéncias repetitivas. As analises de sequéncias
amplificadas, correspondentes Tyl-copia, mostraram grande heterogeneidade entre
sequéncias de aminoacidos e revelaram algumas bandas caracteristicas para cada uma
das espécies brasileiras e chilenas. A técnica de hibridacdo in situ mostrou ainda grande
dispersdo na distribuicdo dos retrotransposons.

KAMSTRA et al. (1999), empregaram a técnica de hibridagéo in situ (FISH) e a
técnica de hibridacéo in situ genémica (GISH) para estimar a extenséo e a localizagédo
de cromossomos homeologos e cromossomos recombinantes na meiose de plantas
hibridos, obtidas do cruzamento de A. aurea X A. inodora. Quatro diferentes sondas
foram utilizadas para a analise do FISH: A001-1, D32-13, pTa7l e pTa794. As anélises
com GISH e FISH permitiram a identificacdo precisa dos cromossomos das plantas
hibridas.

Recentemente BAEZA et al. (2007) caracterizaram acessos de cinco espécies de
Alstroemeria L. chilenas (A. aurea, A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana)
usando a técnica de FISH com uma sonda de sequéncia repetitiva denominada A001-1
além de sondas de rDNA 5S e 45S. Para o rDNASS os autores constaram alto grau de
polimorfismo entre diferentes populacdes de uma das espécies estudadas. O nimero de
pares de cromossomos com o sitio de rDNA 5S variou também entre as espécies
analisadas sendo em nimeros de 5, 7, 5, 3 e 7 respectivamente em A. aurea, A. hookeri,
A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana. Comparativamente o nimero de sitios de rDNA
45S variou em menor grau tendo sido registrado respectivamente 7, 7, 6, 5 e 7

respectivamente para as mesmas espécies acima mencionadas. Os autores visualizaram
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ainda a co-localizacdo de sinais dessas trés sondas em graus diferentes para cada uma
das espécies. Os autores enfatizaram que essas observagdes relativas as regides das
sequéncias de rDNA revelam uma alta dinamica evolucionaria no género Alstroemeria.

Apesar de KUIPERS et al. (1998) e KAMSTRA et al. (1999), terem usado a
técnica de FSH para estudos cromossdémicos de espécies brasileiras de Alstroemeria
(duas delas caracterizadas no presente trabalho) e também hibridos entre espécies
brasileiras e entre espécies brasileiras e chilenas, os autores ndo caracterizaram essas
espécies, pois ndo descreveram o nimero de sitios de rDNA ou a localizacdo destes
sitios nos caridtipos das referidas espécies.

Para as espécies brasileiras do género Alstroemeria ndo existem dados
publicados sobre caracterizagdo cariotipica que incluem técnicas de mapeamento das
regides de rDNA através da técnica de FISH. No presente trabalho séo apresentadas
pela primeira vez caracterizagdes cariotipicas para quatro espécies brasileiras de

Alstroemeria que inclui este tipo de analise.

2.8 Bandamento cromossdmico com nitrato de prata — AQNOR

Os cromossomos podem ser bandados aplicando-se diversas metodologias, entre
as quais o bandamento NOR (nucleolar organizer regions), o qual evidencia as regifes
cromossdmicas responsaveis pela organizacdo nucleolar durante a interfase mitotica.
Essas regibes foram caracterizadas pela primeira vez por McCLINTOCK (1934), que
atribuiu a essas regides o nome de NOR (ou regido organizadora do nucléolo - RON).

A técnica da banda-NOR utiliza o nitrato de prata, o qual tem afinidade por
proteinas nucleolares presentes nos nucléolos e constricdes secundarias de
cromossomos que possuem genes de rDNA envolvidos na formacdo da NOR. Esta
técnica por impregnacdo de prata detecta unicamente NORs que estiveram ativas na
ultima diviséo celular (GOODPASTURE & BLOOM, 1975).

Com a finalidade de identificar as NORs de seis espécies de Lathyrus, (L.
blepharicarpus Boiss., L. cassius Boiss., L. hirsutus L., L. odoratus L., L. sativus L., L.
tingitanus L.) MURRAY et al. (1992) utilizaram a coloracdo com a técnica de
impregnacdo com prata e a técnica de hibridizacdo in situ. As espécies apresentaram,
nos seus complementos cromossdmicos, diferentes niumeros de cromossomos
metacéntricos e acrocéntricos e diferentes numeros e posicdes de constricdes

secundarias. A impregnacdo com prata ocorreu na regido do centrémero na maioria das
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espécies e os sinais de hibridagdo in situ ocorreram em nimero de dois e quatro sitios.
Os sitios de hibridacéo presentes nos complementos corresponderam as bandas de prata.

Um elevado nimero de constri¢es secundarias esta presente na espécie Allium
sphaerocephalon. Para a confirmacdo se todas as constricbes secundarias estariam
envolvidas na formagdo nucleolar, GARRIDO-RAMOS et al. (1992) analisaram o
cariétipo dessas espécies usando o bandamento com prata. Os resultados citoldgicos
demonstraram que todas as constricdes secundarias poderiam estar envolvidas na
organizagéo nucleolar.

Estudo cromossdmico para seis espécies do género Stevia (S. leptophylla, S.
myriadenia, S. ophryophylla, S. rebaudiana, S. selloi) foi realizado por FREDERICO et
al. (1996), utilizando da técnica de impregnagdo com prata. Pela analise da morfologia
cromossdmica 0s autores identificaram cada espécie, as quais apresentaram numero
dipléide de cromossomos (2n = 22), porem com diferencas no comprimento dos bracos
cromossdmicos entre 0s complementos cromossémicos das espécies. No entanto, a
reacao positiva para a impregnacdo com a prata foi observada apenas no brago curto do
cromossomo trés da espécie S. rebaudiana, confirmando a presenca de uma regido
organizadora do nucléolo, o que levou os autores a sugerirem gque a evolugdo no género
Stevia tenha ocorrido através de inversdes pericéntricas.

Em alguns dos estudos acima ficou claro que a utilizacdo da técnica de
impregnacdo com a prata é de fundamental importancia para melhor entendimento das
regides organizadoras do nucléolo e sua relacdo com a evolucdo dos complementos
cromossdmicos. Em espécies do género Alstroemeria também ndo se tem relatos de
estudos com bandamento NOR, portanto sdo inéditos os resultados da aplicacdo da

técnica de impregnacdo com a prata AGQNOR apresentados no presente trabalho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram utilizadas raizes de quatro espécies do género Alstroemeria. As plantas
utilizadas no presente estudo (Tabela 3) encontram-se em cultivo na estufa do Centro de
Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais e constituem parte do
Banco de Germoplasma de Plantas Ornamentais do Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) (Figuras 2 e 3). As exsicatas dos materiais estudados foram depositadas no
Herbario do 1AC.

Tabela 3: Espécies de Alstroemeria usadas neste estudo, seus respectivos locais de
coleta e 0 nimero de introducdo no herbario do 1AC.

o Registro no
Espécie Local de coleta o
herbario
A. cunha Vell. Barra do Turvo — SP. IAC - 50436
) Bairro Alto do Campestre em Séo Bento

A. inodora Herb. ] IAC - 49693

do Sapucai — SP.
) ] Distrito de Santa Terezinha em Castro

A. longistaminea Mart. IAC - 50435
Alves — BA.

A. psittacina Lehm. Barra do Ouro Rio Grande do Sul — RS. -

As espécies aqui estudadas sdo nativas do Brasil e podem ser encontradas em
diferentes ambientes. Habitualmente, A. cunha e A. inodora sdo encontradas no interior
de florestas estacionais semideciduas; A. longistaminea é encontrada em afloramentos
rochosos e em locais sombreados das caatingas e A. psittacina é encontrada em locais
sombreados no interior ou na orla de mata. A espécie A. psittacina, além do Brasil, é
encontrada também na Argentina, Uruguai e Paraguai (SANSO & HUNZIKER, 1998;
ASSIS, 2001).
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Figura 2 — Ramos reprodutivos de espécies do género Alstroemeria em cultivo na
estufa do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), caracterizadas citologicamente neste
trabalho. A, B e C —A. cunha; D, E e F —A. inodora. Fotos de C.A.F. Pinto-Maglio.
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Figura 3 — Ramos reprodutivos e frutos de espécies do género Alstroemeria em cultivo
na estufa do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), que foram usadas no trabalho. A, B, Ce D —
A. longistaminea; E e F — A. psittacina; G — Frutos de A. cunha. Fotos de C. A.F. Pinto-
Maglio.
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3.2 Métodos
3.2.1 Germinacao de sementes

Sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri com papel de filtro
umedecido com &gua destilada. As placas foram mantidas a temperatura ambiente, em
fotoperiodo de 8 horas sob luz incandescente e fluorescente simultaneamente.

Apbés um periodo de aproximadamente dois a trés meses, as raizes com
comprimento de 3 mm (aproximadamente igual ao diametro da semente) foram

coletadas e pré-tratadas com anti-mitético.

3.2.2 Pré-tratamento de raizes e fixacéo

O pré-tratamento das raizes, para se obter maior quantidade de células na fase de
metafase, foi realizado com o anti-mitético para-diclorobenzeno (PDB) (solucdo
saturada) por 9 horas a temperatura de 15°C.

Apos o pre-tratamento, as raizes foram fixadas em Carnoy (solucdo de alcool
etilico e acido acético, na proporcéo 3:1) sendo o material, neste estagio, submetido ao
vacuo durante 3 minutos. Em seguida a fixacdo, o material permaneceu durante 24
horas a temperatura ambiente. Apos as 24 horas, o fixador foi trocado e o material
transferido para geladeira (4 —5°C) onde permaneceu também por mais 24 horas. Em
sequida, foi armazenado em freezer (-18°C) até a sua utilizagdo nas preparacdes

citologicas.

3.2.3 Hidrdlise e preparacdes citologicas

Para as preparagdes citoldgicas, as pontas das raizes ja fixadas e armazenadas no
freezer, foram lavadas com agua destilada e na sequéncia, em tampdo citrato (citrato
trissodico-hidratado mais acido citrico-monohidratado, pH 4.5). Em seguida, para o
amolecimento do meristema, as raizes foram hidrolisadas em solucdo enzimatica (0,2%
celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase diluidas em 2 mM de tampéo citrico-citrato
pH 4,5) a 37°C em banho maria por 30 a 40 minutos. Apds a hidrdlise das raizes, foram
montadas as preparacfes citologicas, isolando-se o tecido meristematico diretamente
numa lamina com o auxilio de um bisturi e lupa, e em seguida esmagando-o em acido
acetico 45%. O material foi coberto com laminula, a ldamina foi aquecida em chama, e o
esmagamento completado pressionando-se a preparacdo aquecida entre duas folhas de
papel filtro para retirar o excesso de acido acético e promover o espalhamento dos

cromossomos. Em seguida, as preparagdes foram analisadas em microscopio com
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condensador de contraste de fase. As preparacdes que apresentavam grande nimero de
células na fase de metafase foram selecionadas e imersas rapidamente em nitrogénio
liquido para a retirada das laminulas. Apds a retirada da laminula, as laminas
permaneceram secando em temperatura ambiente durante um dia e apds este periodo,

foram armazenadas na geladeira até serem utilizadas para as diferentes técnicas.

3.2.4 Microscopia e analise das imagens

Todas as preparacbes citologicas deste estudo foram analisadas em um
microscopio Olympus BX50 com acessorio para epifluorescéncia e cadmera digital
refrigerada Olympus Q-Color 3.

Para as laminas com as técnicas de bandamento fluorescente e com a técnica de
hibridacdo in situ usaram-se os seguintes filtros: U-MWU para DAPI (AZUL/UV —
excitagdo a 330/385 nm e emissdo a 420 nm), U-MWBV para CROMOMICINA
(VERDE/UV - excitagdo a 400/440 nm e emissdo a 475 nm) e U-MNB2 para FITC
(VERDE/UV - excitagdo a 450 nm e emissdo a 570 nm) para os sinais de fluoresceina
na hibridagdo in situ. Para as analises das laminas sem coloragdo, as coradas com
corante Giemsa e as impregnadas pela prata, usou-se 0 mesmo microscopio com o
condensador para contraste de fase.

As imagens foram capturadas através de um sistema de andlise de imagens
computadorizado e com o software Image-ProPlus versdo 6.0 (Media Cybernetics, Inc,
Silver Spring, MD, USA).

3.2.5 Coloragao com Giemsa

Para a coloracdo com Giemsa, as laminas preparadas e armazenadas conforme
item 3.2.3, foram retiradas da geladeira e mantidas em suporte até ficarem
completamente secas.

Apos a secagem, as laminas foram colocadas em uma cuba contendo Giemsa 2%
(98 ml de 4gua e 2 ml de Giemsa) e mantidas por 3 minutos. O tempo ideal de coloracao
foi estabelecido monitorando-se, ao microscopio, as laminas submetidas a diferentes
tempos de coloracdo com Giemsa.

Apos os 3 minutos as ldminas foram lavadas com agua destilada e mantidas em
temperatura ambiente para secarem. Apo6s a secagem foram montadas com Permount.

Em seguida as ldaminas foram analisadas conforme descrito no item 3.2.4.
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3.2.6 Bandamento com CMA3/DA (Cromomicina As/distamicina)

Para a coloragdo com CMAGs/DA foi usado o procedimento descrito por
SCHWEIZER (1976). As laminas mantidas na geladeira foram retiradas e deixadas em
suporte até atingirem a temperatura ambiente.

Sobre as laminas secas foram aplicados 50 pl de tampdo com CMA; sendo a
seguir cobertas com laminulas e mantidas a temperatura ambiente no escuro por uma
hora. Em seguida as laminulas foram retiradas, as laminas lavadas com agua deionizada
e deixadas a secar ao ar, no escuro, por aproximadamente 20 minutos.

Nas laminas ja secas, foram adicionadas 50 pl da solucdo de distamicina, 0,1
mg/ml, as quais foram incubadas durante 20 minutos, no escuro, e em temperatura
ambiente. Em seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas passaram por uma
rapida lavagem com &gua deionizada e novamente deixadas a secar, no escuro, a
temperatura ambiente.

Depois de secas, colocou-se a solucdo de Cloreto de Magnésio 1M e tampéo
Mcllvane nas laminas, as quais permaneceram em incubacdo em estufa a temperatura de
37°C durante trés dias. Apés a incubacdo, as laminas foram analisadas em microscépio

com filtro apropriado e as imagens capturadas conforme item 3.2.4.

3.2.7 Bandamento com DAPI/AMD (4’-6-diamidino-2-fenilindol/actinomicina D)

Para a coloragdo com o DAPI/AMD seguiu-se também o procedimento descrito
por SCHWEIZER (1976). As laminas mantidas na geladeira foram retiradas e deixadas
em suporte até atingirem a temperatura ambiente. Em seguida foram aplicados sobre
cada lamina 100 pl da solucdo de actinomicina D (AMD) (0,2 mg/ml em uma ampola
de agua deionizada) tendo-se o cuidado de colocar uma laminula. Essas laminas assim
preparadas foram mantidas no escuro por um periodo de 20 minutos, em seguida
lavadas rapidamente com agua deionizada e deixadas secar ao ar no escuro.

Apos a secagem das laminas, foram aplicados 50 ul da solugcdo de DAPI (2 pl da
solucdo estoque de DAPI acrescido de 198 ul de agua), foi colocada uma laminula, e as
preparacOes citologicas permaneceram mais 30 minutos no escuro. Em seguida, as
laminas passaram por uma rapida lavagem com agua deionizada e novamente foram
deixadas secar ao ar no escuro.

Depois de secas, as laminas foram montadas com 5 ul de uma mistura de

glicerina para fluorescéncia e agua (proporcédo de 1:4), e em seguida analisadas em
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microscopio com filtro especifico para o fluorocromo DAPI e as imagens documentadas

conforme item 3.2.4.

3.2.8 Bandamento com nitrato de prata - AQNOR

Para 0 bandamento com nitrato de prata, seguiu-se o protocolo de HOWELL &
BLACK (1980). As laminas armazenadas em geladeira foram transferidas e mantidas
em temperatura ambiente até secarem.

Nas preparacOes citoldgicas foram colocadas duas solu¢bes sendo a primeira
delas composta de 0,02 g/ml de gelatina e 0,01 ml de acido féormico diluido em agua e a
segunda composta por 0,5 g/ml de nitrato de prata dissolvido em agua. Essas solucdes
foram colocadas sequencialmente e na proporcao de 1: 2 respectivamente.

As laminas foram cobertas com laminulas 24 X 40 mm e incubadas na estufa a
70°C por um tempo variando de 3 a 4 minutos. A determinagdo do tempo ideal de
coloracdo foi realizada monitorando-se, ao microscopio, as laminas submetidas a
diferentes tempos de incubagdo. Quanto maior o tempo de incubagdo maior a oxidacao
da prata e escurecimento da coloracao.

Apos a incubacdo as laminas foram lavadas com agua deionizada e deixadas em
temperatura ambiente para secar. Depois de secas, foram montadas com meio de
montagem Permount, analisadas em microscopia de fase e as imagens registradas

conforme descrito no item 3.2.4.

3.2.9 Hibridacao in situ fluorescente
3.2.9.1 Sondas

Para a hibridacdo in situ, foram usadas duas sondas de rDNA; a pTa7l que
corresponde a sequéncia de DNA ribossdmico de Triticum aestivum, que abrange as
regides 18S, 5.8S e 26S, com 9,0 Kb (GERLACK & BEDBROOK, 1979) clonada no
plasmideo pUC19. E a sonda pScT7 correspondente a sequéncia de DNA ribossémico
5S isolado de Secalle cereale com 300-500 pb (LAWRENCE & APPELS, 1986)

clonada no plasmideo pUCS.

3.2.9.2 Hibridacdo molecular in situ de sondas de DNA ribossomais de 45S e 5S
Para a técnica de hibridacéo in situ fluorescente foi utilizado o protocolo descrito
por PENDAS et al. (1993) e modificado por PINTO-MAGLIO et al. (2000). Este

protocolo consta das seguintes etapas:

31



a) Amplificagdo e marcacdo de sonda

A marcacdo das sondas foi feita através de reacdo de “nick translation” usando

digoxigenina-11-dUTP (Roche) conforme instrucdes do fabricante.
b) Pré-tratamento das preparaces citologicas

Antes da hibridacdo, o material foi pré-tratado com RNAse e pepsina para
reduzir a ocorréncia de hibridacdes ndo especificas e interagdes com proteinas ou outros
componentes celulares.

c) Desnaturacdo da sonda e cromossomos

A desnaturacdo das sondas e dos cromossomos das preparacoes citologicas, com
0 objetivo de obter fitas simples de DNA, foi realizada separadamente. A sonda
marcada foi primeiramente diluida huma mistura contendo sais (20XSSC), formamida,
tampdo fosfato e dextran sulfato e a desnaturacdo propriamente dita foi feita
submetendo-se a sonda diluida a uma temperatura de 99°C por 8 minutos em banho-
maria. Os cromossomos foram desnaturados, adicionando-se as preparacdes citologicas,
uma mistura contendo: sais, formamida e tampdo fosfato e em seguida submetidas a
uma temperatura 80°C por 2 minutos.

d) Hibridacao

Para a hibridacéo, as preparacdes foram incubadas em cdmara Umida e mantidas

em estufa a 42°C por aproximadamente 16 horas (overnight).
e) Lavagens apds hibridacéo

Apos a hibridacdo as laminas foram lavadas em solucdes salinas estringentes
com o objetivo de remover o excesso das sondas nao hibridadas ou ndo inteiramente
associadas, de modo a permanecer nas preparacgdes citologicas, somente as ligaces das
sequiéncias perfeitamente hibridadas.

f) Deteccéo dos sinais da hibridacéo

Apos a hibridacdo e lavagens estringentes foi realizada reacdo tipo antigeno
anticorpo para a deteccdo dos sinais de hibridacdo nos cromossomos. Para isto colocou-
se nas laminas, 15 pl de anti-digoxigenina conjugada com isocianato de fluoresceina
(FITC) as quais permaneceram incubadas em camara umida a 37°C por 45 minutos.

As laminas foram finalizadas com o meio de montagem para fluorescéncia
Vectashield (Vector Laboratories) com o contracorante 4’-6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI).

A visualizacdo de sitios de hibridagéo € decorrente da excitagdo do fluorocromo

através de luz de comprimento de onda adequado ao fluorocromo escolhido. Os sinais
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obtidos por emissdo foram analisados no microscopio de fluorescéncia com filtros
apropriados e as imagens capturadas conforme descrito no item 3.2.4.

Como as duas sondas foram marcadas com digoxigenina, e detectadas com anti-
digoxigenina com FITC ambas resultaram em sinais que foram visualizados na cor
verde. Para uma melhor distin¢ao dos sinais correspondentes as duas sondas, alterou-se,
através do software Image-ProPlus, a cor do sinal visualizado para a sonda pTa71 como
sendo correspondente a cor vermelha do fluorocromo Cya3.

3.2.10 Medidas dos cromossomos

Para a obtencdo das medidas dos cromossomos foi usado o programa
MicroMeasure versdo3.3 (MM) préprio para analises das medidas cromoss6micas e
disponibilizado no site http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure pelo
departamento de Biologia da Colorado State University (REEVES & TEAR, 2000;
REEVES, 2001). A partir de imagens capturadas pelo analisador de imagens 0s
cromossomos foram medidos em 10 células de cada espécie, sendo utilizado como
padrdo a media da medida dos pares cromossémicos e dos bragos, incluindo a posicao
centromérica. A nomenclatura para a morfologia cromossdmica adotada foi a de
LEVAN (1964) e os pares cromossomicos foram alinhados pelos centrdmeros e
numerados em ordem decrescente de tamanho.

Para a caracterizacdo do cariotipo foram utilizadas medidas dos CTC
(comprimento total de cromatina), calculado mediante somatoria do tamanho individual
de todos os cromossomos, IC (indice centromérico) de cada par cromossémico
calculado de acordo com LEVAN (1964), e do indice TF% (indice de assimetria)
calculado de acordo com HUZIWARA, (1962). Também foi calculado o numero
fundamental (nGmero de bracos cromossdémicos no complemento cromossémico), de
acordo com MATTHEY (1945) e o coeficiente de variacdo da média dos pares
classificados segundo GOMES (2000).

Os cariogramas foram montados a partir das imagens capturadas em contraste de
fase as quais foram editadas com o programa Corel Draw. Os ideogramas foram feitos
com o uso do programa Microsoft Word com base nas médias das medidas dos bragos

dos cromossomos.

33



4 RESULTADOS

4.1. Alstroemeria cunha
4.1.1 Microscopia de fase e coloragdo com Giemsa

A partir das andlises realizadas nas preparaces citologicas sem corante
capturadas em microscopia de fase (Figura 4A) e nas coradas com coloracdo Giemsa
(Figura 4B) visualizaram-se 0s cromossomos com coloragdo homogénea, sem a
ocorréncia de regides diferenciadas exceto a regido centromérica. Essas analises
indicam que a espécie A. cunha apresenta nimero cromossdmico dipldide 2n = 2x = 16.
O complemento apresenta cromossomos com morfologias distintas (Figura 4C), sendo
0s pares 1 e 7 metacéntricos, o par 8 submetacéntrico, o par 2 subtelocéntrico e os pares
3, 4,5 e 6 telocéntricos conforme tabela 4.

Nos cromossomos da espécie A. cunha, observados com Giemsa e em contraste
de fase, foi registrada a presenca de microssatélites nos bracos curtos dos pares

cromossomos telocéntricos 3, 4, 5 e 6 (Figuras 4A e 4C).

4.1.2 Bandamento CMA;/DA

O bandamento dos cromossomos da espécie A. cunha com o fluorocromo
CMAG:/DA revelou bandas fluorescentes localizadas na regido do centrémero dos quatro
pares telocéntricos, os pares 3, 4, 5 e 6 (Figuras 5A - setas, 6A e 6E). Nos demais pares
cromossémicos, 1, 2, 7 e 8 bandas fluorescentes de CMA3/DA néo foram observadas.

Esta técnica foi aplicada pela primeira vez nesta espécie no presente trabalho.

4.1.3 Bandamento DAPI/AMD

O bandamento com o fluorocromo DAPI/AMD revelou bandas fluorescentes
especificas para cada um dos pares cromossémicos do complemento desta espécie
(Figura 5B). Esses resultados, com a técnica de DAPI/AMD para a espécie A. cunha sdo
apresentados pela primeira vez no presente trabalho.

No par cromossdmico 1 foram identificadas trés bandas fluorescentes, duas
terminais, uma em cada braco, e a outra pericentromérica localizada em um dos bragos.
Os pares cromossdmicos 2, 7 e 8 caracterizam-se pela presenca de uma Unica banda em
cada um dos bracos. Nos cromossomos 2 e 7 a banda localizada no bragco curto toma
quase toda a sua extensao e no cromossomo 8 a banda é relativamente menor e terminal.

Nestes cromossomos as bandas localizadas no brago longo dos trés pares séo terminais
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sendo que a banda do par 2 apresenta-se relativamente maior que as demais (Figuras
5B, 6B e 6E).

Os quatro cromossomos telocéntricos ndo apresentaram bandas DAPI positivas
na extremidade correspondente ao brago curto. Dentre estes cromossomos o par 3
destacou-se dos demais pelo maior nimero de bandas no braco longo. Em seguida os
pares 4 e 6 apresentam também no braco longo bandas terminais, destacando-se entre
eles o par 4 por ter uma banda relativamente maior. O par 5 destaca-se dos telocéntricos
e demais cromossomos do complemento por apresentar apenas 2 bandas no braco longo
(Figuras 5B, 6B e 6C). N&o foi encontrada qualquer banda DAPI™ localizada na regido

do centrbmero.

Figura 4 - Cromossomos somaticos de Alstroemeria cunha. (A) Imagem em
microscopia de fase; (B) Coloragdo com Giemsa; (C) Cariograma. Barra = 10um.
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4.1.4 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A hibridacédo in situ (FISH), com a sonda pTa71, ou sequéncia de rDNA 45S,
nos cromossomos de A. cunha resultou na identificacdo de vinte e trés sitios,
distribuidos entre os 8 pares de cromossomos (Figura 5C).

No par 1 metacéntrico foram identificados dois sinais, cada um deles localizados
nas regides terminais dos diferentes bracos. Este par apresentou-se dimorfico em relagédo
a um destes sinais que foi observado em apenas um dos cromossomos do par (Figuras
5C —seta e 16A).

O par cromossdmico 2 caracteriza-se por apresentar 3 sinais, 0 maior namero de
sitios de hibridacdo de rDNA 45S registrado para esta espécie. Neste cromossomo 0
sinal terminal do braco maior apresenta-se geralmente como sinal quadruplo, ou seja,
um sinal em cada uma das cromatides ja duplicadas (cromonemas) (Figuras 5C e 6C).
Todos os cromossomos telocéntricos (pares 3, 4, 5, 6) apresentam sinais de hibridacao
na regido centromérica, com excecao do par 3 que apresenta adicionalmente um sinal na
extremidade do braco longo. No par 4 o sitio de hibridacdo para a sequéncia 45S se
apresenta polimdrfico, com tamanhos diferentes nos cromossomos homologos (Figuras
5C, 6C, 6E e 16A). Os pares 7 e 8 apresentam igualmente os sinais de hibridacéo
exatamente na regido do centromero, sendo que o sinal do par 8 é extremamente
pequeno e comparativamente igual em tamanho a um dos sinais do par 4.

O uso da sonda pScT7 resultou na visualizacdo de sitios de hibridacdo em trés
pares cromossomicos. No par cromossdmico metacéntrico 1 os sinais estdo situados na
regido terminal de um dos bracos. Nos pares cromossémicos 2 (submetacéntricos) e 3
(telocéntricos) os sinais estdo localizados nas regides centroméricas, sendo o sitio de
hibridacdo do par 2, extremamente pequeno e de dificil visualizacdo (Figura 5D - seta).

A aplicacdo de FISH com sequéncias de rDNA 45S e 5S é inédita para esta espécie.

4.1.5 Bandamento AgNOR

Com relacdo ao bandamento com nitrato de prata para a espécie A. cunha, a
visualizacdo de bandas indicadoras de regides NOR foi positiva em poucas células.
Nestas células, embora com bandas visiveis, ndo foi possivel definir o nimero e a
localizacdo exata das mesmas nos respectivos cromossomos. Verificou-se apenas que

sdo numerosas (Figuras 17A e 17B). Este resultado também é inédito para esta espécie.

36



Figura 5 - Cromossomos somaticos de Alstroemeria cunha. (A) Bandamento com
CMAG;/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridagdo in situ
fluorescente (vermelho) com sonda de rDNA 45S - pTa7l; (D) Sinais de hibridagdo
(verde) com sonda de rDNA 5S - pScT7. Barra = 10um.

4.1.6 Medidas cromossdmicas

As medidas dos comprimentos totais dos cromossomos da espécie A. cunha
variaram de 8,06 £ 0,58 pum a 30,05 + 4,17 um e os respectivos coeficientes de variacdo
(CV%) dessas medidas foram menores que 20% (Tabela 4). O comprimento total da
cromatina (CTC) para a espécie A. cunha foi de 216,41 + 15,82 um e o indice de
assimetria TF% de 22,40% (Tabela 8).

Observou-se que a espécie A. cunha apresenta cari6tipo assimétrico com férmula
cariotipica 2m+1sm+1st+4T-sat (dois pares cromossdmicos metacéntricos; um par
cromossdmico submetacéntricos; um par cromossomico subtelocéntricos e quatro pares
cromossdmicos telocéntricos) (Tabela 8). Os oito pares cromossémicos identificados

foram classificados em trés grupos cromossémicos conforme o tamanho (Tabela 4).
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Um grupo formado por dois pares relativamente grandes (pares 1 e 2) sendo o
par 1 metacéntrico e o par 2 subtelocéntrico; um segundo grupo formado por trés pares
medianos todos telocéntricos (pares 3, 4 e 5); e por ultimo, um grupo de trés pares
cromossomicos relativamente pequenos (pares 6, 7 e 8) sendo o par 6 telocéntrico, o par
7 metacéntrico e o par 8 submetacéntrico (Figuras 2C e 3E e Tabela 4). A espécie A.
cunha apresenta cariotipo assimétrico com numero fundamental igual a 12, ou seja, 0
complemento cromossémico da espécie possui 12 bracos, excluindo-se os bragos curtos

dos telocéntricos (Tabela 4).

CMA/DA
m= DAPI/AM
mm FISH -pTa7l - 45S

FISH - pSCT7 - 5S

Figura 6 — Alstroemeria cunha — ldeogramas representativos. (A) Bandamento com
CMAG;/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridacdo in situ para
sequéncias de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de sequéncias de rDNA 5S com
a sonda pScT7; (E) Representacdo do conjunto de resultados das técnicas CMA3/DA,
DAPI/AMD e hibridacéo in situ para rDNA 45S e 5S.
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Tabela 4 - Alstroemeria cunha - Médias dos comprimentos totais dos pares
cromossdmicos, coeficientes de variagdo das médias (CV%), meédias dos bragos curtos,
indices centroméricos (IC) e classificagdo.

Comprimento

Pares Cromossdmico CV%  Braco curto IC Classificacao
1 30,05+ 4,17 13,88 14,29+2,04 47,55 metacéntrico
2 17,76 £ 1,79 10,08 3,97+£0,28 22,35 subtelocéntrico
3 13,40 £ 1,83 13,66 0.0 0.0 telocéntrico
4 11,02 £0,41 3,72 0.0 0.0 telocéntrico
5 10,67 £ 1,11 10,40 0.0 0.0 telocéntrico
6 8,85+ 1,37 15,48 0.0 0.0 telocéntrico
7 8,36 £ 0,38 4,54 3,87+£0,38 46,29 metacéntrico
8 8,06 £ 0,58 7,19 2,46 £ 0,47 30,52 submetacéntrico

4.2. Alstroemeria inodora
4.2.1 Microscopia de fase e coloragdo com Giemsa

As anélises dos cromossomos ndao corados em microscopia de fase (Figura 7A) e
apos o emprego da solucdo Giemsa (Figura 7B) apresentaram coloracdo homogénea
sem ocorréncia de regides diferenciadas nos cromossomos exceto as centroméricas e
indicaram que a espécie A. inodora possui numero cromossémico diploide, 2n = 2x =
16 (Figura 7C).

O complemento desta espécie apresenta pares de cromossomos com morfologia
distinta e conforme localizacdo do centrdbmero tem-se os pares 1 e 7 metacéntricos, o
par 8 submetacéntrico, o par 2 subtelocéntrico, e os pares 3, 4, 5 e 6 telocéntricos
(Tabela 5 e Figura 7C). Nos pares de cromossomos telocéntricos 3, 4, 5 e 6, observados
com Giemsa e em contraste de fase foi registrada a presenca de microssatélites nos

braco curtos (Figuras 7A e 7C).

4.2.2 Bandamento CMA;/DA

Os cromossomos da espécie A. inodora bandados com fluorocromo CMAGg/DA,
apresentaram bandas fluorescentes localizadas na regido centromérica dos quatro pares
de cromossomos telocéntricos, os pares 3, 4, 5 e 6 (Figuras 8A, 9A e 9E). Nos demais

pares cromossdmicos 1, 2, 7 e 8 bandas fluorescentes de CMA3/DA ndo foram
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observadas. Os resultados com bandamento CMAGs/DA, aqui apresentados para a
espécie A. inodora sdo inéditos.

Figura 7 — Cromossomos somaticos de Alstroemeria inodora. (A) imagem em
microscopia de fase; (B) Coloracdo com Giemsa; (C) Cariograma. Barra = 10um.

4.2.3 Bandamento DAPI/AMD

O bandamento com a utilizacdo do fluorocromo DAPI/AMD aplicado nas
preparacdes citologicas de A. inodora, resultou em bandas positivas em todos o0s
cromossomos, sendo o presente trabalho, o primeiro a apresentar resultados de
bandamento com DAPI/AMD em A. inodora (Figura 8B).

Os pares cromossdmicos 1 e 8 caracterizam-se por apresentarem duas bandas,
uma delas localizada no centrémero e a outra em um dos bracos, na regido intercalar no

par 1 e na regido terminal do braco longo no par 8. O par cromossémico 2 destacou-se
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por apresentar uma Unica banda em cada um dos bracos e uma banda na regido do
centrdmero (Figuras 8B, 9B e 9E).

Os pares cromossémicos 3, 4 e 6 também apresentaram uma Unica banda no
braco longo, sendo que nos dois primeiros pares a banda se localiza na regido intercalar
e no par 6 a banda foi terminal (Figuras 8B, 9B e 9C).

O par telocéntrico 5 destacou-se dos demais telocéntricos por apresentar trés
bandas distribuidas no braco longo. O par metacéntrico 7 caracterizou-se por apresentar
uma Unica banda na posigdo centromérica (Figuras 8B, 9B e 9C).

4.2.4 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A hibridacdo in situ (FISH) com a sonda pTa7l (rDNA 45S), inédita para a
espécie A. inodora, permitiu a identificacdo de doze sitios de rDNA localizados em
cinco pares cromossdmicos (Figura 8C).

No par cromossomico metacéntrico 1 verificam-se dois sinais de hibridacéo
localizados na regido terminal dos dois bragos. Um destes sinais, extremamente
pequeno e de dificil visualizacdo, é polimorfico, pois foi observado em apenas um
cromossomo do par homologo (Figuras 8C — seta, 9C, 9E e 16B). Nos pares 3,5, 6 e 7
os sinais de hibridacdo localizam-se na regido centromérica. Os sinais dos pares 3 e 6
sdo relativamente grandes quando comparados ao sinal de hibridacdo dos pares
cromossdmico 5 e 7, sendo o sinal do par 5 quase imperceptiveis (Figuras 8C — cabeca
de seta, 9C e 9E).

A hibridacdo com a sonda pScT7 de rDNA 5S, também realizada pela primeira
vez na espécie A. inodora, resultou na visualizacdo de oito sitios localizados em quatro
pares cromossémicos (Figura 8D).

No par cromossdmico metacéntrico 1 foi observado um unico sitio de rDNA 5S
localizado terminalmente em um dos bracos (Figuras 8D, 9D e 9E). Os pares
cromossdmicos 2, 3 e 5 caracterizam-se por apresentarem um sinal de rDNA 5S
exatamente no centrébmero. Os sinais de hibridacdo dos pares metacéntrico 1, e
subtelocéntrico 2 sdo relativamente pequenos e de dificil visualizacdo (Figuras 8D, 9D e
9E). Nos pares cromossdmicos 3 e 5, os sitios de hibridacdo também localizados no
centrdmero apresentam-se de forma heteromorfica, ou seja, € um dos cromossomos do
par, apresenta a regido de rDNA 5S maior que a do homologo correspondente (Figuras
8D —seta, 9D, 9E e 16B).
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Figura 8 — Cromossomos somaticos de Alstroemeria inodora. (A) Bandamento com
CMAG/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridacdo in situ
fluorescente (vermelho) com sonda de rDNA 45S - pTa71l; (D) Sinais de hibridacéo
(verde) com sonda de rDNA 5S - pScT7. Barra = 10um.

4.2.5 Bandamento AgNOR

O bandamento com nitrato de prata para a espécie A. inodora, permitiu a
visualizacdo de um nimero maximo de seis bandas. As bandas localizam-se nos bragos
curtos de trés pares de cromossomos telocéntricos (Figuras 18C) havendo coincidéncia
com os sitios de rDNA 45S (Figura 9C) para estes cromossomos. Este tipo de

bandamento foi realizado pela primeira vez no presente trabalho para A. inodora.
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Figura 9 - Alstroemeria inodora — ldeogramas representativos. (A) Bandamento com
CMAG:/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridacdo in situ para
sequéncias de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de sequéncias de rDNA 5S
com a sonda pScT7; (E) Representacdo do conjunto de resultados das técnicas
CMAG:/DA, DAPI/AMD e hibridacdo in situ para rDNA 45S e 5S.

4.2.6 Medidas cromossdmicas

As medidas dos cromossomos da espécie A. inodora, realizadas em células
submetidas as diferentes técnicas de coloracdo, variou de 8,89 + 1,12 um a 29,85 + 4,76
pum (Tabela 4). Todos os pares cromossémicos apresentaram coeficiente de variacdo
menor que 20%. O comprimento total da cromatina (CTC) para esta espécie foi de
220,97 £ 28,64 um e o indice de assimetria TF% de 22,48% (Tabela 8).
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Observou-se que a espécie A. inodora apresenta cariétipo assimétrico com
formula cariotipica 2m+1sm+1st+4T-sat (dois pares cromossémicos metacéntricos; um
par cromossomico submetacéntrico; um par cromossomico subtelocéntrico e quatro
pares cromossdmicos telocéntricos) (Tabela 5).

Baseado no comprimento cromossdémico, 0s oito pares de cromossomos do
complemento da espécie A. inodora formam trés grupos: um grupo com dois pares
relativamente grandes (pares 1 e 2), sendo o par 1 metacéntrico e o par 2
subtelocéntrico; um segundo grupo formado por trés pares medianos telocéntricos
(pares 3, 4 e 5) e um terceiro grupo formado por trés pares cromossOmicos pequenos
(pares 6, 7 e 8) sendo o par 6 telocéntrico, o par 7 metacéntrico e o par 8
submetacéntrico (Tabela 5). O nimero fundamental do conjunto cromoss6mico é igual a
12, ou seja, o complemento cromossomico de A. inodora apresenta um total de 12
bracos (Tabela 8).

Tabela 5 - Alstroemeria inodora - Médias dos comprimentos totais dos pares
cromossdmicos, coeficientes de variagdo das médias (CV%), médias dos bracos curtos,
indices centromericos (IC) e classificagéo.

Comprimento

Pares Cromossamico CV% Braco curto IC  Classificacao
1 29,85 + 4,76 15,94 14,00+2,20 46,90 metacéntrico
2 17,56 £+ 2,08 11,85 3,96+0,43 22,55 Subtelocéntrico
3 13,05 + 1,88 14,41 0.0 0.0 telocéntrico
4 11,51 + 2,20 19,10 0.0 0.0 telocéntrico
5 10,24 + 1,61 15,72 0.0 0.0 telocéntrico
6 9,85+ 1,64 16,65 0.0 0.0 telocéntrico
7 9,55+ 1,45 15,18 4,24+0,69 44,40 metacéntrico
8 8,89+1,12 12,60 2,64+0,28 29,70 Submetacéntrico

4.3. Alstroemeria longistaminea
4.3.1 Microscopia de fase e coloracdo com Giemsa

Os cromossomos ndo corados analisados em microscopia de fase (Figura 10A) e
os corados com o emprego da solucdo Giemsa (Figura 10B) apresentaram-se com

aspecto homogéneo, ou seja, sem a ocorréncia de regides diferenciadas ao longo do
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comprimento cromossémico exceto a regido centromérica. Os diferentes pares
cromossdmicos apresentam morfologia distinta quanto ao comprimento e posicdo
centromérica (Figuras 10A e 10B). Dessas analises constatou-se também que a espécie
A. longistaminea apresentou nimero cromossémico dipléide, 2n = 2x = 16 (Figura
100C).

O complemento dessa espécie é igualmente formado por 8 pares de
cromossomos sendo os pares 1 e 7 metacéntricos, o par 8 submetacéntrico, o par 2
subtelocéntrico e os pares 3, 4, 5 e 6 telocéntricos (Tabela 6). No complemento desta
espécie, também foram observados microssatélites nos bragos curtos dos pares
cromossomicos 3, 4, 5 e 6 (Figuras 10A, 10B e10C).

A

Figura 10 - Cromossomos somaticos de Alstroemeria longistaminea. (A) microscopia de
fase; (B) Coloragdo com Giemsa; (C) Cariograma. Barra = 10um.
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4.3.2 Bandamento CMA3/DA

Nas preparaces citoldgicas de A. longistaminea submetidas ao bandamento com
cromomicina CMAs/DA foi observado um total de quatro bandas fluorescentes em dois
pares cromossomicos (Figura 11A). Resultados do bandamento CMA3/DA para a
espécie A. longistaminea também sdo inéditos e estdo apresentados pela primeira vez no
presente trabalho.

A ocorréncia de uma unica banda na regido centromérica dos pares
cromossdmicos 3 e 5 caracterizou 0 conjunto cromossdmico da espécie A.
longistaminea pelo bandamento com CMA3/DA (Figuras 11A — setas, 12A e 12E). Nos

demais pares cromossémicos 1, 2, 4, 6, 7 e 8 ndo foram identificadas bandas CMA3/DA.

4.3.3 Bandamento DAPI/AMD

As analises das preparagdes citologicas de A. longistaminea bandadas com
DAPI/AMD, revelaram um total de vinte e oito bandas distribuidas nos oito pares do
complemento cromossdmico (Figura 11B).

Os pares cromossémicos 1, 2, 7 e 8 séo caracterizados por bandas DAPI/AMD
situadas na regido centromérica, sendo que o par 8 possui ainda, uma segunda banda
terminal no brago longo. Os pares telocéntricos 3, 4, 5 e 6 apresentam numero variado
de bandas DAPI/AMD, sendo em nUmero de trés, trés, uma e duas bandas
respectivamente no braco longo. O terceiro par telocéntrico se destaca por apresentar a
maior banda, quando comparado com os demais pares telocéntricos (Figuras 11B, 12B e
12E). O padrdo de bandamento com DAPI/AMD para a espécie A. longistaminea

também é inédito.

4.3.4 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A aplicacdo da técnica de hibridacdo in situ com sonda pTa71 nos cromossomos
de A. longistaminea revelou oito sitios de hibridacdo distribuidos em quatro pares
cromossdmicos (Figura 11C).

Somente 0s cromossomos telocéntricos do complemento, os pares 3, 4, 5 e 6,
apresentaram sinais de hibridacdo referente ao rDNA 45S localizados todos no
centrdmero. O par cromossdémico 6 apresentou uma heteromorfia referente ao tamanho
do sinal de hibridacdo, sendo um deles quase imperceptivel quando comparando com o

sinal do cromossomo homélogo (Figuras 11C — seta, 12C, 12E e 16C).
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A hibridacdo com a sonda pScT7 resultou na visualizagdo de dois sitios de
hibridacdo no par telocéntrico 4 que estéo localizados na regido do centromero (Figuras
11D, 12D e 12E). Os pares cromossomicos 1, 2, 7 e 8 ndo apresentaram sinais de
hibridacdo correspondentes a nenhuma das sondas de rDNA, tanto 45S ou 5S. Os
resultados de FISH com as sondas das sequéncias de rDNA 45S e 5S para a espécie A.

longistaminea séo apresentados pela primeira vez no presente trabalho.

Figura 11 — Cromossomos somaticos de Alstroemeria longistaminea. (A) Bandamento
com CMA,/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibrida¢ao in situ
fluorescente (vermelho) com sonda de rDNA 45S - pTa7l; (D) Sinais de hibridagdo
(verde) com sonda de rDNA 5S - pScT7. Barra = 10um.

4.3.5 Bandamento AgNOR
Nas preparaces citoldgicas de A. longistaminea submetidas ao bandamento com

nitrato de prata, foi observado, um total de quatro bandas localizadas nos bragos curtos
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de dois pares cromossdmicos telocéntricos (Figura 18A). As bandas de prata coincidem

com sitio de rDNA 45S (Figura 12C). Estes dados de AgNOR para esta espécie sdo
inéditos.

1 2 3
E
CMA/DA
mm DAPI/AMD
Bl F|SH - pTa7l - 45S
FISH - pScT7 - 5S
1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 12 - Alstroemeria longistaminea — ldeogramas representativos. (A)

Bandamento com CMAS/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de
hibridacdo in situ para sequéncias de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de
sequéncias de rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representacdo do conjunto de

resultados das técnicas CMA3/DA, DAPI/AMD e hibridacdo in situ para rDNA 45S
e 5S.
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4.3.6 Medidas cromossomicas

A medida dos comprimentos dos cromossomos de A. longistaminea variou de
9,38 £ 0,27 um a 33,38 + 3,44 um e o coeficiente de variacdo para todos os pares
cromossomicos foi menor que 20% (Tabela 6). O comprimento total da cromatina
(CTC) medido para a espécie foi de 240,13 + 26,87 pum e o indice de assimetria TF% de
22,66% (Tabela 8).

Observou-se que a espécie A. longistaminea apresenta cariétipo assimétrico com
formula cariotipica 2m+1st+1sb+4T-sat, ou seja, dois pares cromossomicos
metacéntricos; um par cromossdmico submetacéntrico; um par cromossémico
subtelocéntrico e quatro pares cromossomicos telocéntricos (Tabela 6).

Em relagdo ao tamanho dos cromossomos, 0S 0ito pares cromossomicos do
complemento da espécie A. longistaminea formaram trés grupos: a) um grupo composto
por dois pares cromossdmicos relativamente grandes (pares 1 e 2) sendo o par 1
metacéntrico e o par 2 subtelocéntrico; b) um segundo grupo formado por trés pares
cromossdmicos medianos (pares 3, 4 e 5) todos telocéntricos e por altimo, ¢) um grupo
formado por trés pares cromossdmicos pequenos (pares 6, 7 e 8) sendo o par 6
telocéntrico, o par 7 metacéntrico e o par 8 submetacéntrico (Tabela 6). O namero
fundamental do complemento cromossémico é igual a 12, ou seja, o complemento

cromossdmico apresenta um total de 12 bragos (Tabela 8).

Tabela 6 - Alstroemeria longistaminea - Médias dos comprimentos totais dos pares
cromossdmicos, coeficientes de variagdo das médias (CV%), médias dos bracos curtos,
indices centromericos (IC) e classificacéo.

Comprimento

Pares Cromossémico CV% Brago curto IC Classificacao
1 33,38 £3,44 10,31 1532+£252 4589 metacéntrico
2 19,25 £+ 0,49 254 4,63+009 2405  subtelocéntrico
3 14,22 + 1,54 10,83 0.0 0.0 telocéntrico
4 12,51 £1,10 8,79 0.0 0.0 telocéntrico
5 11,81 £ 0,43 3,64 0.0 0.0 telocéntrico
6 9,94 +1,05 10,56 0.0 0.0 telocéntrico
7 9,74 £ 0,68 6,98 457+£041 4592 metacéntrico
8 9,38 £ 0,27 2,88 2,72+0,03 290p submetacéntrico
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4.4. Alstroemeria psittacina
4.4.1 Microscopia de fase e coloragdo com Giemsa

Os cromossomos analisados em microscopia de fase (Figura 13A) e os corados
com Giemsa (Figura 13B) apresentam-se, & semelhanga dos resultados apresentados
para as demais espécies, com aspecto homogéneo, sem a ocorréncia de regides
diferenciadas ao longo do comprimento dos cromossomos exceto a regido centromérica
(Figuras 13A e 13B). Constata-se também que a espécie A. psittacina apresenta nimero
cromossdmico dipldide, 2n = 2x = 16 cromossomos (Figura 13C).

Baseado na posicdo centromérica os pares cromossOmicos 1 e 7 sdo
metacéntricos, o par 8 em submetacéntrico, o par 2 subtelocéntrico, e os pares 3,4, 5e 6
sdo telocéntricos (Figura 13C e Tabela 7). No conjunto cromossdmico dessa espécie
foram observados microssatélites localizados nos bragos curtos dos quatro pares

cromossémico telocéntrico, ou seja, nos pares 3, 4, 5 e 6 (Figuras 13B e 13C).

4.4.2 Bandamento CMA3/DA

Nas analises dos cromossomos da espécie A. psittacina com a técnica de
coloracdo fluorescente CMA3/DA, observaram-se bandas fluorescentes localizadas no
centrémero de dois pares cromossdmicos telocéntricos 4 e 5 (Figuras 14A— seta, 15A e
15E). Os demais cromossomos do complemento desta espécie, os pares 1, 2, 6, 7 e 8,
ndo apresentam bandas CMAGs/DA positivas. Estes dados sdao também inéditos para a

espécie A. psittacina.

4.4.3 Bandamento DAPI/AMD

As analises dos complementos cromossémicos da espécie A. psittacina com
DAPI/AMD, apresentou um total de vinte e seis bandas distribuidas entre os oito pares
cromossdmicos (Figura 14B).

O par cromossémico 1 se caracteriza por apresentar trés bandas DAPI/AMD
uma localizada no centrémero e as outras duas em cada um dos bracos. Os pares 2 e 8
se caracterizam por apresentarem bandas localizadas no centrdmero e uma banda
adicional no braco menor no par 2, e no braco maior no par 8 (Figuras 14B, 15B e 15E).

Os pares de cromossomos telocéntricos 3, 4 e 6 sdo identificados por
apresentarem uma Unica banda de DAPI/AMD bastante evidente se comparado as
bandas dos demais cromossomos do complemento, diferenciando-se do par telocéntrico

5 que apresenta duas bandas localizadas em posigéo intercalar, uma mais proximal e
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outra mais distal, no mesmo brago longo. O par 7 destaca-se por apresentar uma Unica
banda situada no centrémero (Figuras 14B, 15B e 15E). O padrdo de DAPI/AMD aqui
descrito para a espécie A. psittacina estdo sendo publicados pela primeira vez no

presente trabalho.

Figura 13 — Cromossomos somaticos de Alstroemeria psittacina. (A) Imagens em
microscopia de fase; (B) coloracdo com Giemsa; (C) Cariograma. Barra = 10um.

4.4.4 Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

A aplicacdo da técnica de hibridacdo in situ utilizando-se a sonda pTa71l nos
cromossomos da espécie A. psittacina, revelou um total de oito sitios distribuidos em
quatro pares cromossdmicos telocéntricos 3, 4, 5 e 6 0s quais se localizam na regido
centromérica (Figuras 14C, 15C e 15E). A diferenca entre eles resume-se ao tamanho

relativo dos diferentes sinais. Os sitios de hibridacdo dos pares cromossémico 3 e 6 sao
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pequenos, se comparados aos sitios dos demais pares telocéntricos, sendo o sinal do par
6 quase imperceptivel (Figuras 14C — seta, 15C e 15E).

Na hibridacéo in situ com a sonda pScT7, observaram-se apenas dois sitios de
hibridacdo no par cromossémico 3, localizados nas regides centroméricas (Figuras 14D,
15D e 15E). Os pares cromossdmicos 1, 2, 7 e 8 do complemento ndo apresentam sitios
de hibridacédo para as duas sondas testadas. Estes dados de FISH para ambas as sondas

sdo inéditos para esta espécie.

Figura 14 - Cromossomos somaticos de Alstroemeria psittacina. (A) Bandamento com
CMAG;/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridagdo in situ
fluorescente (vermelho) com sonda de rDNA 45S - pTa71; (D) Sinais de hibridagéo in
situ fluorescente (verde) com sonda de rDNA 5S - pScT7. Barra = 10um.

4.4.5 Bandamento AgNOR
Com relacdo ao bandamento com nitrato de prata, a espécies A. psittacina

apresentou seis bandas localizadas nos bracos curtos de trés pares cromossdmicos

telocéntricos (Figura 18B). As bandas de prata coincidem com os sitios de rDNA 45S
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(Figura 15C). Estes resultados de bandamento NOR na espécie A. psittacina séo

apresentados pela primeira vez no presente trabalho.

I A I |
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

C D
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

E

CMA:/DA

mm DAPI/AMD
mm FISH -pTa7l - 455

FISH - pSCT7 - 5S

-!
w
1 2 3 6 7 8

Figura 15 - Alstroemeria psittacina — ldeogramas representativos. (A) Bandamento
com CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD:; (C) Sinais de hibridacédo in situ
para sequéncias de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de sequéncias de
rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representacdo do conjunto de resultados das
técnicas CMA3/DA, DAPI/AMD e hibridacdo in situ para rDNA 45S e 5S.

4.4.6 Medidas cromossdmicas
As medidas obtidas para 0s comprimentos totais dos cromossomos da espécie A.
psittacina variaram de 8,98 £ 0,23 um a 28,45 £ 0,60 um e todos 0s pares apresentaram

um coeficiente de variacdo menor que 20% (Tabela 7). O comprimento total da
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cromatina (CTC) para esta espécie foi de 218,75 + 22,34 um e o indice de assimetria
TF% de 22,45% (Tabela 8).

Observou-se que a espécie A. psittacina apresenta cariotipo assimétrico com
formula cariotipica 2m+1st+1sh+4T-sat (dois pares cromossémicos metacéntricos; um
par submetacéntrico; um par subtelocéntrico e quatro pares telocéntricos, (Tabela 7).

Em relagdo ao tamanho, os cromossomos de A. psittacina foram divididos em
trés grupos: a) um grupo formado por dois pares relativamente grandes (1 e 2) sendo o
par 1 metacéntrico e o par 2 subtelocéntrico; b) um segundo grupo formado por trés
pares medianos (3, 4 e 5) todos telocéntricos; e por ultimo ¢) um grupo formado por trés
pares relativamente pequenos (pares 6, 7 e 8), sendo o par 6 telocéntrico, o 7
metacéntrico e o par 8 submetacéntrico (Figuras 13C e 14E); tabela 7. O numero
fundamental do complemento cromossémico desta especie também corresponde a um
total de 12 bracos (Tabela 8).

Tabela 7 - Alstroemeria psittacina - Médias dos comprimentos totais dos pares
cromossdmicos, coeficientes de variagdo das médias (CV%), médias dos bracos curtos,
indices centromericos (IC) e classificacéo.

Comprimento L
Pares L CV% Bragocurto IC Classificacao
Cromossomico

1 28,45 + 0,60 2,11 13,60+2,00 47,8 metacéntrico
2 17,31 + 3,46 19,99 3,68%£0,15 21,31 subtelocéntrico
3 13,05 + 0,30 2,30 0.0 0.0 telocéntrico
4 11,06 + 1,65 14,92 0.0 0.0 telocéntrico
5 10,78 + 1,39 12,89 0.0 0.0 telocéntrico
6 9,97+ 1,72 17,25 0.0 0.0 telocéntrico
7 9,80 + 0,52 531 466+049 47,55 metacéntrico
8 8,98 + 0,23 2,56 2,61+0,36 29,06 submetacéntrico
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Tabela 8 - Relacdo das espécies estudadas do género Alstroemeria. Numero
cromossdmico (2n), variagdo de tamanho dos cromossomos, comprimento total da
cromatina (CTC), indice de assimetria TF%, formula cariotipica (m = metacéntrico; sm
= submetacéntrico; st = subtelocéntrico e T = telocéntrico) e namero fundamental.

Férmula NUmero
cariotipica fundamental

Variagao de

Espécies 2N tamanho (um)

CTC (um) TF%

2m + 1sm +
A cunha 16 8,06 - 30,05 216411582 2240 1o, 4T oo 12
2m + 1sm +
A. inodora 16 8,89 - 29,85 22097 +2864 2248 |\ 4T cat 12
2m + 1sm +
A. longistaminea 16 9,38 - 33,38 240,13+26,87 22,66 |\ AT.cat 12
2m + 1sm +
A. psittacina 16 898-2845  218,75+2234 2245 4. AT cat 12
A B
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
C
- :i m= FISH - pTa71 - 455
FISH - pScT7 - 5S
12 3 4 5 6 7 8

Figura 16- Alstroemeria - ideogramas indicativos dos pares de cromossomos que
apresentam polimorfia para sitios de hibridacdo das sequéncias de rDNA. (A) A.
cunha - 45S; (B) A. inodora - 45S e 5S; (C) A. longistaminea - 45S.

55



Figura 17 - Cromossomos somaticos de A. cunha com a técnica de impregnagdo com
prata (AgNOR). Barra = 10pum.
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Figura 18 - Cromossomos somaticos com a técnica de impregnacdo com prata
(AgNOR). (A) A. longistaminea; (B) A. psittacina; (C) A. inodora. Barra = 10um.
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5 DISCUSSAO

O numero cromossdmico diploide de 2n = 2x = 16 para as espécies, A. cunha, A.
inodora, A. longistaminea e A. psittacina constatado neste trabalho, corrobora os dados
de ndmero cromossémico, registrados na literatura, para as espécies A. inodora
(BUITENDIJK & RAMANA, 1996; BUITENDIJK et al., 1997; KUIPERS et al., 1997,
KAMSTRA et al., 1999), e A. psittacina (TSUCHIYA & HANG, 1987; TSUCHIYA &
HANG, 1989; HUNZIKER & XIFREDA, 1990; BUITENDIJK & RAMANA, 1996;
BUITENDIJK et al., 1997; SANSO & HUNZIKER, 1998).

Para as espécies A. cunha e A. longistaminea ndo existem relatos de nimero
cromossdmico, sendo assim, a contagem cromossémica para essas espécies é inédita, e
estd sendo registrado pela primeira vez no presente trabalho.

De modo geral, 0 nimero de cromossomos 2n = 2x = 16 é constante para o
género Alstroemeria ndo tendo sido relatadas variacbes de numeros cromossémicos
para as espécies conhecidas até 0 momento. Para as espécies chilenas e argentinas foi
registrado igualmente 2n = 2x = 16 (TSUCHIYA et al., 1987; KUIPERS et al., 1997,
BUITENDIJK et al., 1998; SANSO & HUNZIKER, 1998; ISHIKAWA et al., 1999;
ISHIKAWA & ISHIZAKA, 2002; SANSO, 2002; BAEZA et al., 2006; BAEZA et al.,
2007) com excecdo de poliploides resultantes de duplicacdo cromossdmica induzida
(LU & BRIDGEN, 1997; ISHIKAWA et al., 1999; LIN et al., 2000) ou da formacéo de
hibridos interespecificos sintéticos (BUITENDIJK et al., 1995; DE JEU & JACOBSEN,
1995; ISHIKAWA et al., 1997) ou hibridos ao acaso (TSUCHIYA & HANG, 1987,
HANG & TSUCHIYA, 1988).

Os complementos cromossomicos das quatro especies aqui estudadas, A. cunha,
A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina apresentaram a mesma formula cariotipica
2m + 1sm + 1st + 4T-sat (Figuras 4A, 4B, 4C, 7A, 7B, 7C, 10A, 10B, 10C, 13A, 13B e
13C e Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8) concordando com a formula cariotipica descrita para a
espécie argentina A. psittacina (SANSO & HUNZIKER, 1998) e para as espécies
brasileiras A. inodora e A. psittacina (BUITENDIJK & RAMANA, 1996). Embora as
quatro espécies aqui analisadas tenham apresentado igual formula cariotipica, esta
caracteristica ndo € comum para as espéecies do género. Diferentemente do namero
cromossdmico, algumas espécies do género Alstroemeria apresentam diversidade na
formula cariotipica sendo que para a espécie argentina A. pygmaea SANSO (2002)

determinou 2m + 1sm + 1 sm-st + 4t. No caso de A. pygmaea a diferenca esta presente
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num par classificado como sendo submetacéntrico-subtelocéntrico (sm-st) e em dois
pares considerados metacéntricos perfeitos (2M). A variacdo da formula cariotipica foi
também constatada em cinco espécies chilenas, e inclusive em diferentes acessos dessas
espécies, por BAEZA et al. (2007); A. aurea, A. hookeri e A. pelegrina apresentaram
formula 3m + 1sm + 4t; A. ligtu a formula 4m + 1sm + 3t e um Unico acesso de A.
hookeri apresentou 2m + 2sm + 2st + 2t, diferente da formula padréo determinada para
esta espécie.

Em todos os pares de cromossomos telocéntricos dos complementos das
espécies analisadas neste trabalho, A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A.
psittacina foram observados microssatélites localizados no braco menor desses
cromossomos, Visiveis principalmente nas observacdes em microscopia de fase e CMA;
(Figuras 4C, 5A, 7C, 8A, 10C, 11A, 13C e 14A). A presenca de microssatélites parece
ser também uma caracteristica comum, principalmente nos pares de telocéntricos dos
complementos cromossdmicos das especies do género Alstroemeria, pois diversos
autores descrevem essa caracteristica cromossdmica, observada através da aplicagéo de
diferentes técnicas. Com a aplicacdo da técnica de bandamento-C foi registrada a
presenca de microssatéelites também para as espécies A. inodora e A. psittacina por
BUITENDIJK & RAMANA (1996) estando estes igualmente localizadas nos bragos
curtos dos quatro pares cromossémicos telocéntricos. Semelhantes resultados foram
obtidos por SANSO & HUNZIKER (1998) que identificaram para a espécie A.
psittacina, microssatélites presentes nos bracos curtos dos pares telocéntricos 3, 4 e 6 e
uma constricdo secundaria no braco longo do par cromossémico 2. Para a espécie A.
pygmaea, SANSO (2002), identificou microssatélites também nos pares telocéntricos 3,
5e 6. Com a aplicacao da técnica de bandamento com DAPI (BAEZA et al. 2006) e da
técnica de hibridizacdo in situ, (BAEZA et al. 2007), também foram identificados
microssatélites localizados nas regides terminais dos bragos cromossdmicos de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e acima da regido do centroméricas dos
cromossomos telocéntricos para algumas espécies chilenas de Alstroemeria.

Assim a elaboracéo do cariotipo padrdo para cada uma das espécies, A. cunha, A.
inodora, A. longistaminea e A. psittacina, mediante analises de cromossomos corados
com corantes convencionais como Giemsa ou analisados simplesmente em microscopia
de fase, ndo foram suficientes para a caracterizagdo cromossdmica intraespecifica ou a
discriminacdo dessas espécies, ja que as mesmas apresentaram formulas cariotipicas

idénticas. No entanto a aplicacdo das técnicas de bandamento DAPI e CMA; permitiu a
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diferenciagéo longitudinal dos cromossomos de cada um dos complementos, devido aos
padrdes especificos de bandas obtidos, e consequentemente uma melhor caracterizacdo
das espécies.

Apesar de ser uma técnica que tem sido bastante utilizada em diversas espécies
vegetais para a caracterizagdo de regides heterocromaticas ricas em bases GC tais como
Citrus (GUERRA, 1993), Hypochaeris (CERBAH et al., 1998), Clivia (RAN et al.,
1999), Pinus densiflora (HIZUME et al., 2001), Crinum (AHMED, 2004) e Selaginella
(MARCON et al., 2005), a técnica de bandamento com o fluorocromo CMA3/DA foi
pela primeira vez aplicada em cromossomos de espécies do género Alstroemeria
durante este trabalho.

Todas as espécies de Alstroemeria aqui estudadas apresentaram nos seus
complementos, cromossomos com bandas fluorescentes CMA3/DA’.  Comparando-se
os resultados para CMAs/DA" entre as espécies A. cunha e A. inodora, verifica-se que
apesar de apresentarem em comum bandas de CMAs/DA em todos 0s quatro pares
telocéntricos, a diferenciacdo entre estas espécies pode ser feita através das diferencas
observadas no tamanho relativo das bandas. A espécie A. cunha apresentou bandas
menores do que as bandas de A. inodora, sendo que em algumas células, estas sdo quase
imperceptiveis (Figuras 5A, 6A, 6E, 8A, 9A e 9E). Para as espécies A. longistaminea e
A. psittacina, o bandamento foi positivo para apenas dois pares telocéntricos do
complemento dessas espécies. Apesar de apresentarem bandas em pares telocéntricos
distintos, o fato dos mesmos possuirem comprimentos cromossdémicos aproximados,
dificulta uma diferenciacédo entre as duas espécies. Portanto o uso da técnica de CMA;
isoladamente ndo permitiu uma diferenciacao entre estas duas ultimas espécies. (Figuras
11A, 12A, 12E, 14A, 15A e 15E).

Alguns autores relataram a existéncia de correspondéncia entre as regifes
evidenciadas pelo bandamento CMA™ com regiGes que apresentam sinais positivos de
hibridacdes in situ com sequéncias de rDNA 45S, (CERBAH et al., 1998; FORNI-
MARTINS & GUERRA, 1999; RAN et al., 1999; SILJAK-YAKOVLEV et al., 2003;
MARCON et al., 2005). Nos resultados obtidos com esse fluorocromo para as espécies
aqui estudadas, houve coincidéncia entre a localizacdo da maioria das bandas
CMAG/DA" com os sitios de rDNA 45S, exceto para 0 par cromossdmico 4 da espécie
A. inodora, que ndo apresentou sinal de rDNA45S mas apresentou banda positiva de
CMAG/DA" (Figuras 8A, 8C, 9A e 9C).
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Nos cromossomos telocéntricos da espécie A. cunha as bandas CMA/DA" se
mostraram pouco evidentes, porém estas sdo coincidentes com a localizagdo dos sitios
de hibridag&o de sequéncias de rDNA 45S, diferentemente do que ocorreu com alguns
cromossomos telocéntricos das demais espécies. Assim apesar do que foi citado acima
sobre o grande niimero de relatos onde as bandas CMAs/DA" coincidem com sitios de
hibridacdo de sequéncias de rDNA 45S, devido estar associadas a regides ricas em bases
GC, DOUDRICK et al. (1995) relataram que nem todas as regides ricas em bandas GC
correspondem a sitios de rDNA de 45S. Sendo assim, para a espécie de A. cunha, sdo
necessarios mais estudos para se poder confirmar a presenca destas regides
diferenciadas pelo fluorocromo CMA3/DA.

A coloragdo com o fluorocromo DAPI/AMD, também revelou bandas positivas
para as quatro espécies. A espécie A. cunha se diferencia das demais por ser a unica
espécie a ndo apresentar cromossomos com bandas DAPI/AMD positivas localizadas na
regido do centrdbmero. Contrariamente, as espécies A. inodora, A. longistaminea e A.
psittacina possuem em comum, bandas DAPI/AMD positivas, localizadas nas regides
centroméricas dos pares cromossomos 1, 2, 7 e 8 de seus complementos (Figuras 8B,
9B, 9E, 11B, 12B, 12E, 14B, 15B e 15E). Apesar desta caracteristica comum entre estas
trés espécies, A. longistaminea pode ser facilmente diferenciada de A. inodora e A.
psittacina pelo fato de apresentar bandas DAPI/AMD localizadas exclusivamente na
regido do centrdmero dos pares cromossomicos 1, 2 (Figuras 8B, 9B, 9E, 11B, 12B e
12E) ao passo que o0s pares correspondentes (1 e 2) nas espécies A. inodora e A.
psittacina apresentam bandas adicionais a banda centromérica. As espécies A. inodora
e A. psittacina se diferenciam, quanto ao bandamento DAPI, por apresentarem bandas
de tamanho e intensidade diferente, principalmente aquelas localizadas nos bragos
longos dos telocéntricos (Figuras 8B, 9B, 9E, 14B, 15B e 15E). De modo geral, as
bandas DAPI/AMD localizadas nos bracos dos cromossomos das espécies A. cunha e A.
psittacina sdo mais numerosas, (principalmente em A. cunha) e mais evidentes, quando
comparadas com as bandas DAPI/AMD existentes nos bracos cromossdomicos do
complemento das espécies A. longistaminea e A. inodora.

Estudos com o bandamento DAPI/AMD sdo escassos para 0 género. Os Unicos
trabalhos realizados com aplicacdo desta técnica foram o de KUIPERS et al. (1998)
onde os autores afirmaram que a espécie A. inodora possuia bandas positivas para
DAPI, porém ndo fizeram qualquer descri¢do da localizacdo/padrdo das bandas; e o de

BAEZA et al. (2006) no qual, apesar de constarem figuras de cromossomos com bandas
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DAPI visiveis, estas ndo foram propriamente utilizadas na diferenciacdo linear
cromossGmica ou ainda para caracterizar as espécies chilenas estudadas no trabalho.

Os dados aqui obtidos para o bandamento com o fluorocromo DAPI/AMD,
embora restritos a quatro espécies de Alstroemeria, podem ser considerados como um
fator de diferenciagdo entre as mesmas e poderdo servir como marcadores
cromossdmicos comparativos para novos estudos citogenéticos com diferentes espécies
e populagdes visando uma possivel caracterizacdo evolutiva no género, ou até mesmo
como marcadores de espécies a serem usadas em programas de melhoramento genético.

Trabalhos envolvendo anélises com a técnica de hibridacéo in situ para o género
Alstroemeria, também séo escassos na literatura e devido a isto, ndo existem dados de
espécies do género suficientes para comparar com os resultados obtidos no presente
estudo.

Os resultados advindos da aplicacdo da técnica de hibridagdo in situ,
correspondentes as sequéncias de rDNA 45S e 5S, quando analisados isoladamente das
demais técnicas utilizadas neste trabalho, permitiram a diferenciacdo das espécies A.
cunha e A. inodora, ndo sendo efetivos porém para discriminar A. longistaminea de A.
psittacina. A espécie A. cunha é diferenciada facilmente das demais por possuir maior
namero de sitios de rDNA 45S distribuidos entre os oito pares cromossémicos de seu
conjunto cromossémico (Figuras 5C, 6C e 6E). As espécies A. cunha e A. inodora sdo
as Unicas a apresentarem sitios de rDNA 45S no par cromossdomico 1. Em ambas as
espécies estes sitios de rDNA 45S do par 1 coincidem em nimero e na localizagéo, alem
de serem ambos os pares polimdrficos em relacdo a um dos dois sinais (Figuras 16A e
16B). No entanto, estas duas espécies se diferenciam entre si ndo somente pelo fato da
espécie A. cunha apresentar maior nimero de sitios de hibridagéo, relativos ao rDNA
45S, mas pelo fato dos pares 2, 4 e 8 de A. inodora ndo apresentarem sitios de
hibridacdo 45S (Figuras 5C, 6C, 6E, 8C, 9C e 9E). Ja as espécies A. longistaminea e A.
psittacina ndo podem ser diferenciadas pelos sitios de hibridacdo de rDNA 45S, pois
ambas possuem igual nimero de sinais com mesma localizacdo nos quatro pares
telocéntricos (Figuras 11C, 12C, 12E, 14C, 15C e 15E). Portanto, os sitios de hibridacéo
in situ, com a sonda de rDNA 45S, isoladamente ndo podem ser usados na diferenciacédo
destas duas Ultimas espécies.

Quanto aos numeros de sitios obtidos e relacionados as sequéncias de rDNA
45S, que correspondem as regides responsaveis pela organizacéo do nucléolo dentro dos

complementos das quatro espécies, verifica-se que ha um nimero bastante variavel de
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sitios entre elas (Figuras 5C, 8C, 11C e 14C), contrariando, de certa forma, o fato mais
comum de que em cada complemento cromossdmico dipl6ide, existe um par de
cromossomos responsavel pela organizacdo nucleolar. Mesmo em condicdo diploide em
todas estas quatro espécies de Alstroemeria existem multiplos sitios com sequéncias de
rDNA 45S.

A variacdo no namero de sitios de rDNA entre espécies de angiospermas tem
sido atribuido a fatores tais como: ploidia, onde as regibes de rDNA ribossémicas
adicionais podem ter origem em plantas polipléides pela duplicagdo do complemento
cromossOmico; rearranjos cromossdmicos; eventos de transposicdo e até mesmo ao
silenciamento de genes (MOSCONE et al., 1999). Dentre as razdes acima, a observagao
relativa a ploidia, ndo seria a explicacdo plausivel para a origem dos sitios adicionais de
rDNA 45S das espécies aqui estudadas, A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A.
psittacina, visto todas elas serem comprovadamente diploides. Existem evidencias de
que o rDNA 45S apresenta caracteristicas de elemento transposicdo. Neste contexto
pode-se mencionar o trabalho de KUIPERS et al. (1998) onde foi realizada hibridacéo
in situ em espécies de Alstroemeria, usando-se como sonda a sequéncia repetitiva Tyl
que e semelhante a retrotransposons. Essa sequéncia foi detectada em diversos pontos
de hibridacdo em varias regides dos diferentes cromossomos no complemento das
espécies estudadas. Portanto uma explicacdo para 0s varios pontos de hibridacao
principalmente das sequéncias 45S nas espécies estudadas no presente trabalho seria a
de que as sequéncias de rDNA 45S poderiam estar associadas a retrotransposons,
apresentando assim varias copias situadas nos cromossomos do complemento de cada
espécie, ou estariam se comportando como tal.

Os resultados da hibridacdo in situ com sequéncias de rDNA 5S, revelaram
menos sinais de hibridacdo e em menor nimero de cromossomos por complemento
comparado as sequéncias de rDNA 45S. As espécies A. cunha e A. inodora apresentam
trés sitios de rDNA 5S em comum, ou seja, NOS MesmMos pares cromossdémicos, 1, 2, e 3
e nas mesmas posicdes, sendo a Unica diferenca entre os complementos, a presenca de
um quarto sinal de rDNA 5S adicional presente no par 5 da espécie A. inodora, nao
existente em A. cunha (Figuras 5D, 6D, 6E, 8D, 9D e 9E). As espécies A. psittacina e A.
longistaminea caracterizam-se pela presenca de apenas um Unico sinal de rDNA 5S
localizados no centrdmero dos pares cromossomos telocéntricos 3 e 4 respectivamente.
Neste Gltimo caso, levando-se em conta o tamanho e a morfologia, destes cromossomos,

verificou-se que ambos sdo muito semelhantes, e este fato impede que as duas espécies
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sejam diferenciadas facilmente, baseando-se apenas nestes sinais de rDNA 5S (Figuras
11D, 12D, 12E, 14D, 15D e 15E).

Vaérios pares de cromossomos das diferentes espécies aqui analisadas apresentam
mesmo numero e mesma localizagdo de sitios de hibridacdo de rDNA 45S e rDNA 5S.
Este fato impede de se fazer uma associagdo de sinais com uma certeza absoluta. Este
problema poderia ser solucionado efetuando-se uma hibridagdo dupla, ou seja,
simultdnea com as duas sondas de rDNA. A ndo realizacdo deste tipo de hibridacao
impediu de se assegurar que os sitios dos dois tipos de rDNA estejam presentes
exatamente na mesma regido cromossomica (Figuras 6E, 9E, 12E e 15E).

Sitios de rDNA 5S presentes no centrdmero dos dois telocéntricos 3 e 5 de A.
inodora, embora considerados como ndo organizadores de nucléolo, apresentaram-se
em posicoes que coincidem com a localizacdo de bandas de CMA3/DA e também com
sitios de rDNA 45S que sdo mais comumente associados as regides organizadoras do
nucléolo (Figuras 8A, 8C, 8D, 9A, 9C, 9D e 9E). Este resultado pode também ser
considerado inusitado, pois relatos na literatura, sobre a correspondéncia entre sitios de
rDNA 5S e sinais fluorescentes com CMA nédo sdo comuns, tendo sido observado
apenas em poucas espécies, como por exemplo no género Hypochaeris (CERBAH,
1998) e Lilium (SILJAK-YAKOVLEYV et al., 2003).

A ocorréncia de polimorfismo foi constatada para o tamanho dos sinais dos
sitios de hibridacdo rDNA 45S e 5S e para a presenca ou auséncia dos mesmos em pares
de homologos das espécies A. cunha, A. inodora e A. longistaminea (Figura 16).

Nas espécies A. cunha e em A. inodora o polimorfismo foi observado para o par
cromossdmico 1 onde o sinal para 45S esta presente em apenas um dos cromossomos
dos pares. A espécie A. cunha apresenta ainda um sinal no par 4 o qual se apresenta de
tamanho diferente entre os homdlogos (Figura 16A e 16B). Ainda na espécie A.
inodora, verifica-se que os sinais de rDNA 5S nos pares 3 e 5 se apresentam de
tamanhos diferentes (Figura 16B). Em A. longistaminea foi verificado polimorfismo de
tamanho de sinal nas regiGes 45S no par 6 (Figura 16C). A espécie A. psittacina nao
apresentou polimorfismo para o tamanho dos sinais dos sitios de hibridacdo rDNA 45S
e 5S e nem para a presenca ou auséncia dos mesmos.

Para as espécies chilenas A. aurea e A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A.
presliana BAEZA et al. (2007) também detectaram polimorfismo para varios sitios de
hibridacdo 5S e 45S semelhante ao tipo de polimorfismo encontrado no presente

trabalho. Outras condigdes polimdrficas para estas regides de rDNA foram encontradas
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também em Brachyscome (HOUBEN et al., 2000), Allium (MAGGINI & CARMONA,
1981; SCHUBERT & WOBUS, 1985), Boronia (SHAN et al., 2003) e Hypochaeris
(RUAS et al., 2005).

Analisando-se 0 comprimento total da cromatina (CTC) das quatro espécies
verificou-se que 0 mesmo apresentou grande variacdo, de 216,41 £ 15,82 um em A.
cunha a 240,13 + 26,87 um em A. longistaminea (Tabela 8), sendo o valor desta ultima
espécie 0 maior, em relacdo as demais, pelo fato desta espécie possuir cromossomos
maiores (9,38 a 33,38 um). As espécies, A. cunha, A. inodora e A. psittacina possuem
valores de CTC prdéximos variando de 216,41 + 15,82 um a 220,97 + 28,64 um. Para as
espécies A. inodora e A. psittacina o comprimento total da cromatina, obtida nesse
trabalho, respectivamente de 220,97 + 28,64 um e 218,75 + 22,34 um, € maior do que 0
apresentado por BUITENDIJK & RAMANA (1996) para genomas haploides das
espécies brasileiras A. inodora (78 = 1 um) e A. psittacina (78 £ 3 pum). O valor aqui
obtido para A. psittacina (218,75 = 22,34 um) também é maior do que o registrado por
SANSO & HUNZIKER (1998) que foi de 183,14 £ 1,76 pm.

Segundo KUIPERS et al. (1998) as espécies do género Alstroemeria possuem
um genoma extenso, fato confirmado por BUITENDIJK et al. (1997) baseando-se no
valor 2C de DNA que variou de 36.5 a 78.9 pg (17600-38000Mb). Com base nestas
afirmacdes, acredita-se que as especies de Alstroemeria apresentam grande quantidade
de DNA repetitivo, sendo que as sequéncias repetitivas podem ser resultados de
transposons que aumentam o DNA através da insercdo de copias de sequéncias
existentes no DNA de diferentes regides do genoma.

O indice de assimetria (TF%) para as quatro espécies estudadas (Tabela 8)
apresentou pouca variacdo, de 22,40 a 22,66%, valores estes menores que 50%, o0 que
comprova que os caridtipos das espécies estudadas sdo assimétricos, pois cariotipos
assimeétricos apresentam valores de TF% menores que 50%, enquanto cariotipos
simétricos tém valores de TF% maiores e proximos a 50%; semelhante aos valores
encontrados para espécies de Sapindaceae (LOMBELLO & FORNI-MARTINS, 1998),
Fabaceae (LOMBELLO & FORNI-MARTINS, 1998), Phaseolus (MERCADO-
RUARO & DELGADO-SALINS, 1998).

Segundo STEBBINS (1971) caridtipos simétricos sdao compostos por
cromossomos com tamanhos aproximadamente iguais e com posi¢do centromérica
mediana ou submediana. Ja nos cariotipos assimétricos, o complemento cromossémico

é constituido de cromossomos com centrébmeros em posi¢cdo mediana a subterminal ou
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terminal e com grandes diferengas nos comprimentos cromossomicos, formando um
cariétipo heterogéneo. De acordo com esta defini¢do, os complementos cromossémicos
das espécies de Alstroemeria estudadas, também podem ser classificados como
cariétipos assimétricos.

Os coeficientes de variagdo (CV%) ddo uma idéia da precisdo do experimento.
Os CVs% obtidos para as médias dos comprimentos dos pares cromossdmicos das
espécies A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina variaram entre 10% a
20% (Tabelas 4, 5, 6 e 7) estando estes dentro dos valores aceitaveis por GOMES
(2000), o qual conceitua que experimentos com coeficientes de variagédo inferior a 10%
podem ser considerados os mais precisos. No entanto, este autor considera que valores
de CV% entre 10 % a 20% estdo dentro de uma faixa de precisdo aceitavel. Dentre as
quatro espécies estudas; A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina, a
espécie A. longistaminea apresentou os valores de CV% mais precisos pela variacao
inferior a 10% (Tabela 6), o que também pode ser observado para as espécies A. cunha e
A. psittacina que apresentaram CV% inferior a 10% para a maioria dos pares
cromossémicos (Tabelas 4 e 7).

Os resultados obtidos com a aplicacdo da técnica de bandamento com prata,
correspondem, em localizacdo, com algumas sequéncias de rDNA 45S. Sendo essas
regides responsaveis pela organizacdo nucleolar, o bandamento com prata revelou os
sitios de rDNA que estiveram ativos na ultima divisdo celular. Apesar das espécies
apresentarem mais de um par de sitios responsaveis pela organizacdo do nucléolo, nem
todos os sitios de rDNA 45S mostraram-se ativos.

Para as espécies A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina a técnica de
bandamento com prata revelou bandas-NOR localizadas na regido terminal de alguns
cromossomos telocéntricos (Figuras 18A, 18B e 18C), sendo que para a espécie A.
inodora, as regides NOR coincidem em niimero com os sitios de rDNA 45S.

Embora tenham sido realizadas diversas aplicaces desta técnica nos
cromossomos da espécie A. cunha, ndo foi possivel determinar o nimero e as
localizagdes exatas das bandas correspondentes a impregnacdo com a prata, mas péde
ser constatado que a espécie A. cunha apresenta multiplos sitios ativos responsaveis pela
organizacdo do nucléolo o que coincide com a detec¢do dos multiplos sitios de rDNA
45S distribuidos no seu complemento os quais se localizam em sitios cromossémicos

ndo usuais como as regides centroméricas e terminais (Figuras 17A e 17B).
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Assim como CERBAH et al. (1998) que usou as técnicas de bandamento DAPI,
CMA e hibridagdo in situ (rDNA 5S e 18S-5.8S-28S) para determinar a relacdo
evolutiva para o género Hypochaeris (Asteraceae), e MARCON et al. (2005) que usou
as técnicas de bandamento com os fluorocromos CMA com distamicina, DAPI,
hibridacdo in situ (rDNA 45S) e bandamento NOR, para esclarecer a evolugdo do
género Selaginella (Pteridophyta), entre outros exemplos, a utilizacdo destas técnicas
em um nUmero maior de espécies e até mesmo em populacdes de Alstroemeria seria
uma das condi¢cdes para esclarecer ndo s6 a filogenia evolutiva do género, como
também os peculiares eventos relacionados ao mapeamento das sequéncias de rDNA

nos complementos cromossdmicos das espécies estudadas.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo conclui-se:

a) As quatro espécies A. cunha, A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina do género
Alstroemeria ndo podem ser diferenciadas através de cariétipos estabelecidos a partir
da morfologia e medidas cromossdmicas, pois, apesar das espécies possuirem um

cariétipo assimétrico a formula cariotipica é exatamente a mesma para todas elas.

b) As técnicas de bandamento com os fluorocromos CMA;, DAPI, FISH de rDNAs de
sequéncias 45S e 5S e o bandamento com prata, possibilitaram um mapeamento
detalhado dos cromossomos de todas as espécies analisadas permitindo a distingdo

dos diferentes complementos.

c) A partir do mapeamento com as técnicas de bandamento com os fluorocromos CMA;
DAPI, FISH de rDNAs de sequéncias 45S e 5S e 0 bandamento com prata é possivel

a caracterizagéo e o reconhecimento das diferentes espécies.

d) Os multiplos sinais de FISH para as sequéncias de rDNA 45S para cada um dos
complementos cromossdmicos, comprovadamente diploides, e maltiplos ao longo de
um mesmo cromossomo, posicionados em regiées cromossémicas ndo usuais, como
o centrémero, indicam que provavelmente esteja ocorrendo um processo semelhante
a acdo de transposons, acdo esta que promove a multiplicacdo destas sequéncias

dentro dos conjuntos cromossdémicos.

e) A formula cariotipica comum apresentada pelas quatro espécies estudadas A. cunha,
A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina indica que provavelmente a evolucao das

espécies ndo foi acompanhada por grandes mudangas cariotipicas.

f) As diferencas de nimero e posi¢cdes de sinais de FISH para a sequéncia de rDNA 45S
nos complementos cromossdémicos das quatro espécies, principalmente os multiplos
sinais da espécie A. cunha, indicam a possibilidade da evolucdo nestas espécies ter

ocorrido como resultado de pequenos rearranjos cromossémicos.

g) A partir da aplicacdo destas técnicas de mapeamento em um namero maior de
espécies e populacBes brasileiras do género, serd possivel estabelecer relacdes

filogenéticas e possivelmente delinear um panorama evolutivo para este grupo.
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