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RESUMO

FERNANDES, Alda Francisca Rodrigues de Sousa, M. S. Universidade Federal
do Espirito Santo, Fevereiro de 2015. Citogenética e Citometria de Fluxo de
espécies de Dorstenia (Moraceae) endémicas da Floresta Atlantica.
Orientadora: Milene Miranda Praca Fontes. Coorientadora: Tatiana Tavares
Carrijo.

Moraceae compreende plantas latescentes de porte arbéreo como as figueiras
(Ficus), de porte arbustivo como as espécies de Sorocea, ou herbaceas como as
espécies de Dorstenia. O género Dorstenia é o Unico herbaceo dentro da familia,
com cerca de 105 espécies, e possui principios ativos ligados a diversas funcdes
terapéuticas. Além do uso medicinal, os carapids, como sdo conhecidas
popularmente as espécies de Dorstenia, também apresentam grande potencial
como plantas ornamentais. Alguns estudos envolvendo sistematica, filogenia,
molecular e fitoquimica sé@o relatados para algumas espécies de Dorstenia. No
entanto, Sdo poucos os relatos a respeito dos dados citogenéticos e contetudo de
DNA no género, provavelmente em virtude da dificuldade de encontrar
populacfes naturais em campo e a situacao vulneravel que compromete grande
parte das espécies. Dados citomorfolégicos associados com o valor 2C de DNA
podem gerar informacfes sobre a evolugcdo cromossdmica e colaborar com o0s
aspectos sistematicos e taxondmicos de um grupo. Diante do exposto, o objetivo
do presente trabalho foi caracterizar, por meio da citogenética e citometria de
fluxo, trés espécies de Dorstenia: D. arifolia Lam., D. bonijesu Carauta & C.
Valente e D. elata Hook. Para isso, o numero cromossomico foi determinado,
pardmetros morfométricos e de assimetria intercromossdmica (A;) foram
estabelecidos e o conteado de DNA nuclear foi mensurado. O material vegetal foi
coletado em Mata das Flores, ES. Para a citogenética, raizes foram obtidas por
meio de sistema hidroponico, tratadas com APM nas concentracdes de 3,4 e 5
MM, por 16 a 18 h e fixadas em metanol: acido acético (3:1), para posterior
digestéo, coloracdo e observagao das laminas. Para citometria de fluxo individuos

jovens foram coletados. As folhas foram utilizadas como material de analise para
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quantificar o contetdo de DNA nuclear. A metodologia citogenética possibilitou a
obtencdo de material adequado para analise. Encontraram-se 32 cromossomos e
foi possivel montar o primeiro cariograma para as trés espécies. Com os dados
morfométricos, a classificagdo dos cromossomos foi determinada e foram
confirmadas as diferencas entre os trés cariotipos. O indice de assimetria A;
variou entre as espécies: D. bonijesu apresentou A, = 0,16, seguido por D. arifolia
A; = 0,14 e D. elata A, = 0,13. As analises de citometria de fluxo possibilitaram
mensurar o contetdo de DNA nuclear de 2C = 3,49 picogramas (pg) para D. elata,
2C = 4,05 pg para D. bonijesu, e 2C = 5,47 pg para D. arifolia. Apesar das trés
espécies apresentarem o mesmo numero de cromossomos (2n = 32), os valores
de conteido de DNA evidenciados pela citometria de fluxo e os resultados do
indice assimétrico foram diferentes. De acordo com os valores de A, e dados
descritos na literatura D. elata pode ser a espécie mais derivada em relacdo a D.
bonijesu e D. arifolia, por possuir o menor indice de assimetria e menor contetdo
de DNA nuclear. Assim, os dados da presente pesquisa permitiram caracterizar,
pela primeira vez, trés espécies de Dorstenia, contribuindo para diferentes areas

como ecologia, filogenia, sisteméatica e evolucéo.

Palavras-chave: Dorstenia. Citometria de fluxo. Citogenética.
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ABSTRACT

FERNANDES, Alda Francisca Rodrigues de Sousa, M. S. Federal University of
Espirito Santo, February, 2015. Cytogenetics and flow cytometry of Dorstenia
(Moraceae) species endemic to the Atlantic Forest. Advisor: Milene
Miranda Praca Fontes. Coadvisor: Tatiana Tavares Carrijo.

Moraceae comprises latescentes plant tree size as the fig trees (Ficus), shrub
species as Sorocea, or herbaceous species as Dorstenia species. The Dorstenia
is the only herbaceous within the family, with about 105 species, and it has active
ingredients linked to several therapeutic functions. Besides the medical use, the
"carapias", as popularly known, the Dorstenia species also have a high potential
as ornamental plants. Some studies involving systematic, phylogeny, molecular
and phytochemical are reported to some species of Dorstenia. However, there are
few reports about the cythogenetic data and DNA content in the gender, probably
due to the difficulty to find natural populations in the field and the vulnerable
situation that affects most species.Cytomorphological data associated with the
DNA 2C value can generate information on the chromosomal evolution and
cooperate with systematic and taxonomic aspects of a group. That being said, the
objective of this study was to characterize, by using cytogenetics and flow
cytometry, three species of Dorstenia:. D. arifolia Lam., D. bonijesu Carauta & C.
Valente and D. elata Hook. For this, the chromosomal number was determined,
morphometric and intrachromosomal asymmetry (A;) parameters were established
and nuclear DNA content was measured. The plant material was collected in Mata
das Flores, ES. To cytogenetics, roots were obtained by using the hydroponic
system, treated with APM in the concentrations of 3, 4 and 5 uM, for 16 to 18 h
and fixed in methanol: acetic acid (3:1), for later digestion, coloring and
observation of the slides. For flow cytometry young individuals were colected. The
leaves were used as material of analysis to quantify the nuclear DNA content. The
Cytogenetic methodology allowed to obtain suitable material for analysis. It was
found 32 chromosomes and it was possible to mount the first karyogram to the

three species. With the morphometric data, the classification of chromosomes was

Xii



determined and the differences were confirmed between the three karyotypes. The
A, asymmetry index varied between the species: D. bonijesu showed A, = 0.16,
followed by D. arifolia A, = 0.14 and D. elata A, = 0.13. The flow cytometric
analysis allowed to measure the nuclear DNA content of 2C = 3.49 picograms (pg)
for D. elata, 2C = 4.05 pg for D. bonijesu , and 2C = 5.47 pg for D. arifolia. Despite
of the fact that the three species have the same chromosome number (2n = 32),
the DNA content values obtained by flow cytometry and the results of the
asymmetric index were different. According to the A, values and data described in
the literature D. elata can be the species more derivative in relation to D. bonijesu
and D. arifolia, for having the lowest asymmetry index, and the lowest content of
nuclear DNA. Therefore, the present research data allowed to characterize, for the
first time, three species of Dorstenia, contributing to different areas such as

ecology, phylogeny, systematics and evolution.

Keywords: Dorstenia. Flow cytometry. Cytogenetics.
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1. INTRODUCAO

A familia Moraceae é pantropical e compreende plantas de porte arboreo
como as figueiras (Ficus), de porte arbustivo como as espécies de Sorocea, ou
herbaceas como as espécies de Dorstenia, geralmente presentes nos estagios
mais avancados de remanescentes florestais (PEDERNEIRAS et al.,, 2011). O
género Dorstenia L. possui cerca de 105 espécies, ocupando a segunda posicao
dentro da familia Moraceae, perdendo apenas para Ficus L. (figos, com 750
espécies) (BERG e HIIMAN, 1999; BERG, 2001). E o Unico género herbaceo
dentro da familia e muito susceptivel a interferéncia antropica nos ambientes
naturais (CARAUTA 1978). Varias espécies encontram-se vulneraveis, dentre
elas D. arifolia, D. cayapia, D. elata e D. sucrei (criticamente em perigo) (FAHRIG,
2003).

O género Dorstenia, junto com Ficus e Cecropia, sdo provavelmente, os
mais importantes da familia Moraceae para os seres humanos, por causa da
presenca de furanocumarinas, um principio ativo ligado a diversas funcfes
terapéuticas. Além do uso medicinal, os carapids, como sdo conhecidas as
espécies de Dorstenia, também apresentam grande potencial como plantas
ornamentais, contribuindo para a retirada predatéria do campo (CARVALHO,
2008). Com isso torna-se importante a conservacdo de tais espécies, sendo a
maioria classificadas como vulneraveis. Uma forma de conservacao seria por
meio do cultivo in vitro, que contribuiria para ndo retirada das espécies em campo.

Em algumas espécies da familia Moraceae, tem sido realizados estudos
citogenéticos, como por exemplo, a jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam.),
classificada como tetraploide com numero basico de 14 cromossomos (x = 14)
(HAQ, 2006). Ja a figueira comum, Ficus carica L., apresenta numero diploide
(2n) de 26 cromossomos (PEREIRA e NACHTIGAL, 1999). Segundo Fagerlind
(1944), os membros da familia Moraceae séao diploides, com numero basico de
cromossomos 12, 13, 14, e em casos raros, 15 ou 16. O autor aponta Dorstenia
mannii Hook. f. como uma espécie tetraploide, com 2n = 48, sendo 0 Unico
exemplar do género citogenéticamente descrito.

Cariotipos poliploides tém sido documentados desde o inicio do ultimo

século com trabalhos de Lutz (1907) e Gates (1909) no género Oenothera.
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Aparentemente, essa € uma condicdo em que todas as angiospermas passam,
apresentando, no mimino, um evento de poliploidizacdo durante a evolucao
(ADAMS e WENDEL 2005; OTTO 2007; SOLTIS et al., 2009).

Informacdes  citogenéticas sdo consideradas fundamentais na
compreensao das relagdes filogenéticas, tanto dentro de pequenos tdxons, como
espécies e géneros, quanto em niveis mais superiores, como familias e divisfes
(STEBBINS, 1971; GUERRA, 2000). A analise de carittipos, envolvendo a
avaliacdo de dados como numero e tamanho dos cromossomos, relacdo entre
bracos cromossémicos e presenca de constricdo secundaria ou satélites, pode
trazer informacdes valiosas para comparar espécies ou examinar a variagcao entre
individuos da mesma espécie (GUERRA et al.,, 1997; VENORA e PADULOSI,
1997).

Poucos relatos sédo citados na literatura sobre o conteddo de DNA nuclear
com a familia Moraceae. Loureiro et al. (2007) estimou o valor 2C em 0,73 pg
(picogramas) para a espécie Ficus carica, corroborando com o valor encontrado
por (OHRI e KHOSHOO, 1987). Em F. elastica o valor € estimado em 2C = 1,52
pg (KOLAR et al., 2012), podendo ser observado uma variacdo no contetdo de
DNA nuclear no género Ficus.

Saha et al. (2014) analizando o género Corchorus (Malvaceae), o numero e
a assimetria de cromossomo e o conteudo de DNA, apresentou resultados que
proporcionaram uma compreensdo da relacdo entre as espécies do género.
Informacdes citogenéticas (GUERRA 1988), bem como a quantidade de DNA
nuclear (KRON et al., 2007) séo Uteis em inferéncias filogenéticas e taxonémicas
em grupos de plantas, por fornecerem relevantes dados acerca do processo
evolutivo sofrido pelas espécies (OLIVEIRA, 2011).

Diferentes estudos acerca da sistematica, filogenia, molecular e fitoquimica
sdo documentados para algumas espécies de Dorstenia (CELEGHINI et al., 2007;
RODRIGUES e CARVALHO, 2001; GUARIM NETO e MORAIS, 2003; OLIVEIRA
et al., 2003; KROGSTRUP et al., 2005). No entanto, poucos relatos existem sobre
dados citogenéticos e conteudo de DNA no género.

Nesse contexto, resultados citomorfologicos associados com o valor 2C

podem gerar subsidios para inferéncias sobre a evolugdo cromossbmica e
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colaborar com o0s aspectos sistematicos e taxondmicos dentro do género

Dorstenia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Moraceae

Moraceae inclui espécies pantropicais, de porte arboreo como as figueiras
(Ficus), de porte arbustivo como as espécies de Sorocea dentre outros, ou
herbaceas como as espécies de Dorstenia, geralmente presentes nos estagios
mais avancados das florestas (PEDERNEIRAS et al., 2011). Segundo Rohwer
(1993), a familia é formada de 37 géneros e cerca de 1100 espécies. Moraceae
foi nomeada por Link em 1841 para designar as plantas relacionadas as
amoreiras (moriformes) (CARAUTA, 1989).

No Brasil encontram-se cerca de 30% dos géneros da familia Moraceae
(BERG, 2001; DATWYLER e WEIBLEIN, 2004), reunidos na floresta amazonica,
onde ocorre a maioria das espécies. Os representantes de Moraceae no Brasil
sdo reconhecidamente importantes em diversos aspectos. Nos levantamentos
floristicos, a familia aparece frequentemente entre as quinze primeiras com maior
namero de espécies. Muitas vezes, uma espécie de Moraceae pode ter um alto
indice de valor de importancia (parametro fitossocioldgico), como em florestas do
Mato Grosso, onde predomina o condurd (Brosimum rubescens) (MARIMON et
al., 2001). Nas interacdes com a fauna de vertebrados terricolas, chamam a
atencdo por fornecerem frutos carnosos, muitas vezes em grandes quantidades
(DUMONT et al., 2004; FIGUEIREDO, 1993; 1999).

Muitas espécies se destacam economicamente. Na fruticultura, as espécies
de Moraceae mais utilizadas sdo o figo (Ficus carica), a fruta-pdo (Artocarpus
altilis), a jaca (A. heterophyllus) e a amora (Morus nigra). A utilizacdo como
plantas ornamentais também é recorrente. Varias espécies exoéticas e nativas de
Ficus sdo frequentemente utilizadas na arborizacédo urbana e rural (CARAUTA e
DIAZ, 2002), assim como muitas espécies de Dorstenia, principalmente as
africanas, cultivadas como plantas suculentas e ornamentais.

Véarias espécies em diferentes géneros de Moraceae encontram-se
regionalmente vulneraveis, como Dorstenia arifolia Vell., Ficus gomelleira Kunth,
F. nevesiae Carauta, F. pulchella Migq. e Sorocea guilleminiana Gaudich

(PEDERNEIRAS et al., 2011). A maioria das espécies esta presente em florestas
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Uumidas ou em suas adjacéncias e no cerrado. Esses ambientes sdo atualmente
ameacados, tornando a perpetuacao de seus habitantes vulneraveis. De maneira
geral, a principal ameaca € a diminuicdo do habitat associado as expansdes das
fronteiras agricolas e urbanas e ao uso ndo controlado dos recursos silvestres.
Dessa forma, vérias espécies de Moraceae estdo de alguma forma ameacada
(LUZ et al., 2011).

2.2 Caracteristicas gerais do género Dorstenia

O género Dorstenia, pertencente a tribo Dorsteniae, foi descrito por Carl
Linnaeus em 1753, e se diferencia dos demais géneros dentro da familia
Moraceae pela presenca de rizomas e pelo habito herbaceo (SANTOS e NETO,
2012). O nome Dorstenia trata-se de uma homenagem de Charles Plumier, a
Theodor Dorsten (1492-1552), médico de Marbug (Alemanha), e autor de
Botanicon Continens Herbarum, Frankfurt (CARVALHO, 2008). E o segundo
maior género dentro da familia Moraceae, com cerca de 105 espécies distribuidas
pela Africa e regido neotropical, com uma espécie que se estende para a Asia. No
Brasil encontram-se cerca de 37 espécies, sendo a maioria endémicas
(ROMANIUC NETO et al., 2010). Sdo mais conhecidas popularmente por
carapias, embora sejam também nominadas de caapia (do guarani ka’'a=erva,
pia=pequeno), contra-erva, tiu, figueirilha, chupa-chupa, liga-liga, capa-homem,
conta-de-cobra, sabugo-roxo, liga-osso, figueirinha, figueira-da-terra (CARAUTA,
1978; LIFCHITZ, 1981).

As espécies de Dorstenia teriam surgido no Cretaceo ha cerca de 100 mi-
lhdes de anos, quando a América do Sul e a Africa estavam parcialmente unidas
(CARAUTA e VALENTE, 1974; MCLOUGHIN, 2001). De acordo com Misiewicz e
Zerega (2012) ha uma hipdtese que essas espécies podem representar uma
forma intermediaria na evolugéo da inflorescéncia aberta e polinizagédo pelo vento
em Morus L. (amoras) a especializada polinizagcdo em Ficus. Porém, apesar da
distribuicdo exclusiva, morfologia e posi¢cao evolutiva dentro da familia Moraceae,

pouco se sabe sobre a histdria evolutiva do género Dorstenia.
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Berg e Hijman (1999) distribuiram as espécies de Dorstenia em nove
secdes. Algumas espécies sdo utilizadas na medicina popular e na fitoterapia,
principalmente representantes da Secdo Emygodia, onde estdo os caapias ou
carapias. A essas espécies sao atribuidas propriedades expectorantes e
broncodilatadoras, e curativas da doenca de Chagas (PIO-CORREA, 1984). Além
disso, os seguintes usos etnofarmacolégicos foram identificados para o carapia:
eupética, tobnica digestiva, afeccbes da pele, antiespasmédica, emenagoga,
febrifuga, antidiarréica, diurética, para consolidacdo de fraturas (BOTSARIS e
MACHADO, 1999), atividade antioxidante (ABEGAZ et al., 2002), atividade
citotéxica (ABEGAZ et al.,, 2002), atividade giardicida (AMARAL et al., 2006),
efeitos anti-hipertensivos e diminuicdo nos niveis de colesterol e insulina (DIMO et
al., 2001). Existem relados ainda contra doencas de pele, pela presenca de
furanocumarinas (CARDOSO et al., 2002) e compostos do tipo terpendides tém
sido relatados como os responséaveis pelo uso popular destas plantas como
antiofidicos (VILEGAS et al., 1997).

Os dados farmacolégicos sobre o género Dorstenia sdo escassos, no
entanto diversas substancias ja foram isoladas, incluindo: psoraleno e bergapteno
(BAUER e NOLL, 1986); acidos graxos, triterpenos pentaciclicos, esterdides e
furanocumarinas (VILEGAS et al., 1992); butirospermol (TSOPMO et al., 1998);
furanocumarinas (psoraleno, bergapteno, pimpinelina e isopimpinelina)
(CARDOSO et al., 2002); catequina e epicatequina (CACERES et al., 2001); um
analogo do psoraleno, denominado dorstenina (LOPES et al., 2001); psoraleno,
bergapteno, beta-sitosterol e seus derivados D-glucopiranosidicos (ABEGAZ et
al.,, 2002); dorstenona; flavondides prenilados (NGADJUI et al., 2002) e
siriogenina (CASAGRANDE et al., 1974), entre outros.

O ambiente sombreado por arvores, onde a maioria das dorsténias habita,
torna os carapias sensiveis a degradacdo ambiental, pois uma vez destruida a
floresta, determina-se condicdo desfavoravel a sobrevivéncia desses individuos,
muito sensiveis a variagdo de luminosidade. Outro problema é a forma de coleta
para fins medicinais, pois as partes mais utilizadas, como fonte de principios ativo,
Sao 0s rizomas, visto que, para serem extraidos, arranca-se a planta inteira. Os

rizomas sdo vendidos a ervanarios ou grandes laboratérios, que comercializam
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produtos nos quais entram como composi¢cao Unica ou de forma composta (LUZ
et al., 2011).

As espécies neotropicais de Dorstenia apresentam pequenas areas de
distribuicdo, a excecdo de D. brasiliensis e D. contrajerva, algumas ocorrem em
uma Unica localidade devido as exigéncias ecoldgicas restritas de grande parte
das espécies (BERG, 2001). Essas caracteristicas associadas ao fato do género
ocorrer em biomas ameacados, tais como a Floresta Atlantica e Floresta de
adjacéncia (MEYERS et al. 2000), contribuem para o sério risco de ameaca da
maioria das espécies (CARAUTA e CASTRO 1982). Dentre as espécies
ameacadas encontra-se D. arifolia, D. cayapia e D. elata (vulneravel) e D. sucrei
(criticamente em perigo) - utilizados na aromatizacdo de fumo para cachimbo.
Com essa finalidade, seus rizomas sdo extraidos, sem posterior reposicao
(MENDONCA e LINS, 2000). Tais fatos mostram a importancia em realizar
trabalhos de conservacao com determinadas espécies.

Em condicdes ecolbgicas favoraveis, os carapias florescem e frutificam o
ano todo (CARAUTA, 1978). Os frutos sdo do tipo drupa (GRANVILLE, 1971),
mas pouco se conhece sobre o papel do exocarpo na dispersdo das espécies de
carapias (KAUFMANN et al., 1991), embora se saiba que, quando maduro, exerce
presséao e ejeta o endocarpo contendo a semente (BERG, 1977).

As inflorescéncias bissexuais possibilitam a anemofilia e a polinizacdo por
insetos que utilizam essas inflorescéncias como sitio de acasalamento segundo
Berg (2001). Algumas caracteristicas morfolégicas como a forma dos cenantos,
incluindo apéndices (bracteas), cor e, em alguns casos, odor, podem estar
associadas a forma de propagacao (BERG, 2001).

A biologia floral de algumas espécies de Dorstenia foi analisada por
Granville (1971). Ao contrario da tendéncia geral sdo encontradas espécies que
reinem individuos subarbustivos a herbaceos. Carauta (1978) sugere que o
surgimento de grupos de tamanho reduzido esta relacionado ao estresse hidrico,
e também culmina nos representantes da secdo Emygodia. N&o existem,
entretanto, estudos testando essa hipétese. Para Dorstenia, € notavel a reducéo

no porte das espécies americanas em relacdo as africanas (BERG, 2001); as

23



espécies brasileiras relacionadas com Dorstenia elata Hook sdo as que mais se
aproximam em habito as africanas.

As diferentes espécies do género Dorstenia podem diferir em alguns
detalhes com relacdo as caracteristicas botanicas e ao habitat. Dorstenia arifolia e
D. bonijesu possuem raizes filiformes, rizomas escamosos, folhas dispostas em
espiral, estipulas persistentes e cenantos com margens providas de bracteas
deltéides e foliaceas (BERG, 2001). As duas espécies ocorrem em areas Umidas
e sombreadas de sub-bosques da Floresta Atlantica, no sudeste brasileiro
(CARAUTA e VALENTE, 1983; BERG, 2001). D. arifolia, considerada espécie
vulneravel (IBAMA, 1998) j4 desapareceu de varias areas na Zona da Mata
mineira, em virtude ao desmatamento ilegal das matas ciliares ou a invasdo de
gado nas matas remanescentes, correndo sério risco de destruicdo. D. bonijesu
apresenta distribuicao restrita a apenas quatro localidades nos estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais e encontra-se em risco (ARAUJO et al.,
2007). D. Cayapia Vellozo, também se encontra vulneravel na Floresta da
Encosta Atlantica (CARVALHO, 2008).

2.3 Caracterizacdo do genoma na familia Moraceae e género Dorstenia

Estudos citogenéticos tém sido realizados com algumas espécies da
familia Moraceae. A jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam.), por exemplo, € um
tetraploide com o numero béasico de 14 cromossomos (x = 14) (HAQ, 2006). Outro
exemplo € a figueira comum, Ficus carica L., em que a espécie apresenta um
namero dipléide (2n) de cromossomos igual a 26 (PEREIRA e NACHTIGAL,
1999). De acordo com Fagerlind (1944), os membros da familia Moraceae sao
diploides, com numero basico de cromossomos 12, 13, 14, e em casos raros, 15
ou 16 cromossomos. Krause (1931) investigou espécies cultivadas em jardins
botanicos alemées: D. psilurus Welw, D. scabra (Bureau) Engl, e D. massonii
Bureau e descreveu 2n = 40 cromossomos. Uma Unica espécie, Dorstenia mannii
Hook. f. foi apontada como tetrapléide com 2n = 48 (Fagerlind,1944).

Cariotipos poliploides foram investigados desde o inicio do século passado,
com o trabalho de Lutz (1907) e Gates (1909) em Oenothera. Atualmente, afirma-

se que todas as angiospermas tiveram pelo menos um evento de poliploidizacéo
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durante a evolucdo (ADAMS e WENDEL 2005; OTTO 2007; SOLTIS et al., 2009).
Apesar de rara nos animais, a poliploidia € muito comum entre as plantas, com a
notavel excecdo das gimnospermas. Entre 30 e 35% das plantas com flores sdo
polipldides (STEBBINS, 1971), outros trabalhos estimam que essa percentagem
seja de 95% nas pteriddfitas e até 80% nas angiospermas (LEITCH e BENNET,
1997).

A poliploidia € um dos eventos citogenéticos mais importantes na evolucao
das plantas superiores (STEBBINS, 1971). A idéia de que a formacdo de
polipldides seja um evento raro na natureza foi desafiada pelo trabalho de Soltis e
Soltis (1995) e cada vez mais surge evidéncias de que, em muitos casos,
espécies poliploides originaram-se mais de uma vez, ou seja, que a poliploidia
tem mudatilplas origens (LEITCH e BENNET, 1997; SEGRAVES et al., 1999;
SCHIFINO-WITTMANN et al., 1999).

Dados citomorfolégicos associados com o valor 2C podem gerar subsidios
para inferéncias sobre a evolucdo cromossémica e colaborar com os aspectos
sistematicos e taxon6micos de um grupo. Saha et al. (2014) analisando o género
Corchorus (Malvaceae) e o numero de cromossomos, conteudo de DNA e a
assimetria dos resultados obtidos do cariétipo, proporcionaram uma compreensao
da relacdo entre as espécies. Estudos envolvendo analise do cariétipo e a
determinacao contetdo de DNA também permitem inferéncias sobre a evolugéo
cromossOmica relacionada com rearranjos cromossdmicos.

Na familia Moraceae existem poucos relatos sobre o conteddo de DNA
nuclear. Em Ficus carica, Loureiro et al. (2007) estimou o valor 2C em 0,73 pg
(picogramas), corroborando com o valor encontrado por Ohri e Khoshoo (1987).
Ja a espécie F. elastica tem valor estimado em 2C = 1,52 pg (KOLAR et al.,
2012), podendo ser observado uma variagdo no conteudo de DNA nuclear no
género Ficus. Com relacdo ao género Dorstenia ndo existem trabalhos
envolvendo o estudo de citometria de fluxo.

Grande parte das aplicagbes da citometria de fluxo na area da botanica
esta relacionada com analise do conteudo de DNA nuclear, seja em termos
relativos, como analises de nivel de ploidia, seja em termos absolutos, como

estimativas do tamanho do genoma (LOUREIRO, 2007). As metodologias
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desenvolvidas e aplicadas sdo baseadas no isolamento e coloragdo de nucleos
vegetais. O método mais simples e eficaz foi desenvolvido em 1983 por Galbraith
e colaboradores (GALBRAITH et al., 1983).

A metodologia consiste em obtencéo do tecido vegetal (preferencialmente
folhas jovens frescas, mas também sementes ou outros tecidos), posteriormente
cortado com uma lamina de barbear em uma placa de Petri com tampé&o de
isolamento de nucleos. Trata-se de uma andlise relativamente simples que
permite quantificar o nimero de células que se encontra nas diversas fases do
ciclo celular (G1, S e G2), cada fase com conteudo de DNA distintos: na fase de
crescimento celular (G1), uma célula diploide apresenta um conteudo 2C (i.e.,
duas cépias de cada gene); durante a fase (S) ocorre a duplicacdo do genoma; e
na segunda fase de crescimento celular (G2), o conteldo de DNA nuclear é de
4C. Mesmo folha bastante jovens, o histograma apresenta um pico dominante que
corresponde aos nucleos na fase G1, e um pico menor que corresponde aos
nacleos na fase G2 (LOUREIRO, 2007). As analises do conteido de DNA nuclear
utilizam um padrdo de referéncia cujo tamanho do genoma seja previamente
conhecido. O padrdo deve ser escolhido de acordo com a espécie estudada e
com um contetddo de DNA préximo, que néo seja sobreposto aos picos 2C e 4C
da planta a analisar (LOUREIRO, 2007). Para estimar o nivel de ploidia, a posi¢cao
do pico G1 de um histograma é comparada com o pico de uma planta padrdo com
uma ploidia conhecida (DOLEZEL 1997a).

A analise do conteudo de DNA nuclear por meio da citometria de fluxo nas
células em interfase € uma boa alternativa aos métodos microscoépicos classicos
de contagem de cromossomos. A citometria de fluxo apresenta as seguintes
vantagens: é conveniente, pois a preparacdo da amostra € facil, rapida com o
processamento de dezenas de amostras num unico dia de trabalho, ndo necessita
de células em divisdo, € uma metodologia ndo destrutiva (uma amostra pode ser
preparada, p.e., a partir de 50 mg de tecido foliar) e é capaz de detectar
mixoploidias. Por estes motivos, a citometria de fluxo € uma metodologia utilizada
em diferentes areas que vao desde a investigacdo basica até ao melhoramento
de plantas e industria (DOLEZEL, 1997a).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento citogenético do género Dorstenia: D.

arifolia Lam., D. bonijesu Carauta & C. Valente e D. elata Hook.

3.2 Objetivos especificos

) Determinar o nimero cromossdmico;

o Estabelecer parametros morfométricos;

o Montar o primeiro cariograma para as trés espécies;

) Realizar um estudo morfométrico com base no indice de assimetria

intercromossoémica;

o Mensurar o conteido de DNA nuclear por meio da citometria de fluxo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Expedicbes de campo para coletas de exemplares de Dorstenia foram
realizadas periodicamente em fragmentos de Mata Atlantica no Parque Estadual
de Mata das Flores — ES, 20° 35 54” S e 41° 10’ 53" W (Figura 1). Foram
coletados individuos e ramos vegetativos de D. arifolia , D. bonijesu e D. elata,

espécies envolvidas no presente estudo.

0 500 1000 1500 2000 Km 0 > 3 4
| s s e K 1

Figura 1: Fragmentos de Mata Atlantica: Parque Estadual de Mata das Flores—-ES,
20° 35’ 54” S e 41° 10’ 53” W. Fonte: Jaquelini Luber.

4.2 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi desenvolvida no Laboratério de Citogenética e
Citometria Vegetal da Universidade Federal de Vicosa — UFV, com o auxilio do
Prof. Dr. Carlos Roberto de Carvalho.

Suspensdes nucleares foram extraidas por meio de fragmentos de folhas
jovens da planta padrdao Solanum lycopersicum L., com conteudo de DNA
conhecido (2C = 2,00 picogramas; PRACA-FONTES et al., 2011), e das amostras
de D. arifolia, D. elata e D. bonijesu.

O processamento e analise das amostras obtidas foram adaptados da
metodologia sugerida por Galbraith et al. (1983), em que o tecido foliar (aprox. 50

mg) foi cortado (“‘chopped”) com uma lamina de barbear, numa placa de Petri
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contendo o tampé&o de lise OTTO-I, a 4°C (OTTO, 1990) suplementado com 2 mM
de ditiotreitol e 50 ng mL-1 de RNAse (PRACA-FONTES et al., 2011).

Posteriormente, a suspensao foi filtrada por uma rede de nylon com cerca
de 50 um, de forma a eliminar a maior parte dos residuos obtidos, e em seguida
centrifugada a 100 xg durante 5 min (CLARINDO; CARVALHO, 2009). As
amostras foram ressuspendidas em 100 uL de tamp&o OTTO-I e incubadas por
10 minutos em temperatura ambiente, coradas com 1,5 mL de OTTO-:OTTO-II
(1:2) (OTTO, 1990), misturado com solucao de ditiotreitol a 2 mM, 50 ug mL™ de
iodeto de propidio (IP) e 50 ug ml™* RNAse (PRACA-FONTES et al., 2011).

Em seguida as preparagdes foram analisadas em citdmetro de fluxo Partec
PAS® (Partec® Gmbh, Munster, Germany), equipado com uma fonte de laser (488
nm), gerando os histogramas usados para mensurar o conteudo de DNA nuclear
das espécies.

O tamanho do genoma do género Dorstenia foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

2C, = (E) 20
C2
Em que:
2Cp: valor do contetdo de DNA 2C (pg) de cada espécie de Dorstenia.
C1: média do canal do pico Gy / G; das espécies de Dorstenia.
C2: média do canal do pico Go/ G; de S. lycopersicum.

2Cs: valor do contetudo de DNA 2C de S. lycopersicum (2,00 pg).
4.3 Citogenética

As andlises citogenéticas foram realizadas no Laboratorio de Citogenética
e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de Ciéncias Agrarias da UFES.

Ramos, de aproximadamente 15 cm e com um par de folhas, foram
excisados e desinfestados com uma solu¢cdo NaOCI, a 1% durante 15 min. Esse
material foi mantido em sistema hidropénico para a obtencédo de raizes. O sistema
foi oxigenado por um compressor acoplado a mangueira de plastico, o qual foi

imerso em H-0.
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As raizes obtidas foram excisadas ao atingirem o tamanho de 0,5 — 1,0 cm
de comprimento. As mesmas foram submetidas ao tratamento com o bloqueador
amiprofos-metil (APM) nas concentragdes de 3, 4 e 5uM por um periodo de 16 a
18h, a uma temperatura aproximada de 4 °C.

Posteriormente, as raizes foram lavadas 3 vezes por 5 min em dH,0 e
submetidas a 3 trocas de 10 min em solucgéo fixadora, metanol: &cido acético na
proporcao de 3:1. ApGs trés trocas, as raizes foram mantidas em solucéo fixadora
de mesma proporcdo, sendo armazenadas a -20 °C, por no minimo 24h
(CARVALHO et al., 2007).

ApOs esse periodo as raizes foram retiradas da solugéo fixadora e lavadas
duas vezes por 10 min em dH,O e secas em papel-filtro. Em seguida, foram
transferidas de duas em duas raizes para microtubos (Eppendorf®) de 1,5 ml,
contendo enzima pectinase (Sigma®) e dH,0, na proporcéo variando de 1:10 (10
Ml enzima : 100 pl agua) a 1:80 (10 pl enzima : 800 ul agua), por 45 min a 2h30
min a 34 °C em banho-maria. Apds a maceracdo enzimatica, as raizes foram
novamente lavadas em dH,O por um periodo de 15 min, e fixadas com trés trocas
de metanol: acido acético, também na proporcéo de 3:1, e armazenadas a -20 °C,
até o preparo das laminas.

Em seguida realizou-se a maceragdo do meristema radicular, sendo as
laminas preparadas por dissociacdo celular e técnicas de secagem ao ar e em
placa aquecedora a 50 °C (Carvalho et al., 2007). Logo apdés, as laminas foram
coradas em solucdo Giemsa 5% (Merck®), num intervalo de tempo entre 8-10 min,
lavadas em dH,O por duas vezes e secas em placa e ao ar.

A analise das laminas foi realizada em microscopio Nikon eclipse 80i. As
metafases de interesse foram capturadas na objetiva Nikon Plan Fluor 100x/1.30
oil OFN25 DIC H/N2, com camera Nikon DS — Filc acoplada ao microscopio. As

imagens capturadas foram editadas no programa Adobe® Photoshop® CS6.
4.4 Andlise morfométrica

Os cromossomos das trés espécies de Dorstenia foram caracterizados de

acordo com relacao entre os bragos (r = longo / curto), como proposto por Levan
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et al. (1964) e revisado por Guerra (1986). Para isso, a férmula utilizada foi: r = LL
/ LS, onde: r = razdo entre os bracos; LL = comprimento do braco longo; LS =
comprimento do braco curto.

A assimetria do caridtipo foi avaliada usando o método proposto por
Romero Zarco (1986), com a seguinte formula:

A:z:

2|

Em que, A; = indice de assimetria intercromossOmica; s = desvio padrdo e

X = média do comprimento cromossoémico.
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5. RESULTADOS
5.1 Citometria de fluxo

As suspensdes nucleares obtidas no presente estudo geraram histogramas
com picos Go/G; exibindo coeficientes de variacdo em torno de 3,45%. A partir
das analises desses histogramas foi possivel calcular o valor para o contetudo
médio de DNA nuclear das trés espécies de Dorstenia pela primeira vez.

Os valores foram 2C = 3,49 pg (1C = 1,71 bp x 10° para D. elata, 2C =
4,05 pg (1C = 1,98 bp x 10°) para D. bonijesu, e 2C = 5,47 pg (1C = 2,67 pb x 10
para D. arifolia (Figura 2). O valor médio de D. arifolia foi 36,20% maior do que D.
elata e 26,00% maior do que D. bonijesu, e D. bonijesu possui um conteudo de
DNA 13,83% maior do que D. elata. Baseado nestes valores, uma variacao

interespecifica foi encontrada no tamanho do genoma nuclear entre as espécies.
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Figura 2: Histogramas gerados a partir da andlise de suspensfes nucleares
coradas com iodeto de propideo. O padrdo interno utilizado foi S. lycopersicum
(2C = 2,00 pg) padronizado no canal 200. (a) Pico representando os nucleos nas
fases Go/G1 de D. elata (2C = 3,49 pg) no canal 349. (b) Pico representando os
ndcleos nas fases Go/G; de D. bonijesu (2C = 4,05 pg) no canal 405. (c) Pico
representando os nucleos nas fases Go/G; de D. arifolia (2C = 5,47 pg) no canal
547. (d) D. elata em Mata das Flores — ES (Foto: Jaquelini Luber, 2013). (e) D.
bonijesu em Mata das Flores — ES (Foto: Karlo Gregorio Guidoni Martins, 2015).
(f) D. arifolia em Mata das Flores — ES (Foto: Jaquelini Luber, 2013).
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5.2 Citogenética

As raizes utilizadas na preparacédo das laminas foram obtidas por meio do
sistema de hidroponia, cujas raizes surgiram apos 40 dias. A desinfestacdo do
material vegetal com solucdo NaOCIl, a 1% contribuiu para enraizamento
relativamente rdpido em virtude da auséncia de contaminagdo durante o
experimento.

Levando-se em consideracdo a falta de estudos citogenéticos para o
género Dorstenia foram empregados diferentes tratamentos com o inibidor de
microtubulos APM. Notou-se que meristemas tratados com 4uM apresentou
melhor resultado em relacdo as demais concentracdes, com tempo adequado
para D. arifolia de 16h e para D. bonijesu e D. elata de 18h, & 4°C.

Tempos distintos também foram testados com a maceracédo enzimatica. O
melhor resultado foi obtido com tempo de 1 h 45 min em banho-maria a 34 °C, na
proporcdo de 1:60 ul (10 pl enzima: 600 uyl agua) com duas raizes em cada
Eppendorf. Com relacéo a coloracdo, o melhor tempo de exposi¢do das laminas
ao corante Giemsa foi de 8 min.

As preparacdes e técnicas citogenéticas empregadas resultaram em
metafases adequadas para a caracterizacdo do cariétipo das espécies de
Dorstenia. Ndo houve sobreposi¢do dos cromossomos metafasicos, e 0s mesmos
apresentaram centrébmero bem definido e com estrutura da cromatina preservada
(Figura 3). Além destes aspectos, os distintos niveis de compactacdo da
cromatina evidenciada entre as metafases de cada espécie possibilitaram a
analise morfométrica e a montagem dos cariogramas (Figura 4; Tabela 1). Todas
as espécies de Dorstenia apresentaram um numero conservado de 32

Cromossomeos.
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Figura 3: Cromossomos metafasicos de espécies do género Dorstenia (2n = 32
cromossomos), obtidos de células meristeméticas tratadas com APM 4 uM,
durante 16h, (a) D. arifolia; e tratadas com APM 4 uM, durante 18h, (b) D.
bonijesu e (c) D. elata. Cromossomos corados com Giemsa 5%. Barra =5 pm.
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Figura 4: Cariogramas de espécies do género Dorstenia (2n = 32
cromossomos), montados a partir de cromossomos metafasicos obtidos de
raizes tratadas com APM 4 uM, durante 16h, (a) D. arifolia; e tratadas com
APM 4 pM, durante 18h, (b) D. bonijesu e (c; e c;) D. elata. Todos os
cromossomos foram corados com Giemsa 5%. Observar os diferentes graus
de compactacdo dos cromossomos em D. elata. Barra = 5 pm.
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5.3 Anélise morfométrica

Os valores médios do somatorio do comprimento total, dos bracos curtos e
longos, também diferiram entre as espécies. D. arifolia apresentou o maior
comprimento total, comprimento dos bragos curto e longo em relacdo as outras
duas espécies, corroborando com dados da citometria de fluxo.

D. bonijesu exibiu um valor médio de conteido de DNA e apresentou o
menor comprimento total de cromossomos e brac¢o curto. Em comparagéo com D.
elata, D. bonijesu apresentou um valor médio maior para o braco longo (Tabela
1).

O indice A, também oscilou entre as espécies: D. bonijesu apresentou o
cariétipo com A, = 0,16, seguido por D. arifolia A, = 0,14 e D. elata A, = 0,13.

A partir dos dados morfométricos, a classificacdo dos cromossomos foi
determinada e foram confirmadas as diferencas entre os cariétipos para as trés
espécies. D. arifolia apresentou quatro pares de cromossomos metacéntricos (1,
2, 4, 10) e 12 pares submetacéntricos (3, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16)
(Tabela 1). D. bonijesu apresentou quatro pares metacéntricos (1, 2, 3, 15), dez
pares submetacéntricos (4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14) e dois pares
acrocéntricos (7 e 16) (Tabela 1). Em D. elata foram evidenciados doze pares
metacéntricos (1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16), trés pares submetacéntricos
(3, 6 e 10) e um par acrocéntrico (11) (tabela 1).

Das trés espécies analisadas D. elata apresentou o maior comprimento
relativo (8.01%) para o tamanho do cromossomo 1 e D. bonijesu 0 menor valor
(4.59%) para o cromossomo 16. Esses valores correspondem ao tamanho de

cada cromossomo no caridtipo das espécies.
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Tabela 1 — Morfometria dos cromossomos metafasicos de D. arifolia, D. bonijesu e D. elata (2n = 32)

Dorstenia arifolia Dorstenia bonijesu Dorstenia elata
N°  Total Braco r Clas. Comp. Total Braco r Clas. Comp. Total Braco r Clas. Comp.
Crom. (um) Curto Longo R (%) (um) Curto Longo r (%) (um) Curto Longo r (%)
1 539 257 282 110 M 7.93 450 195 255 131 M 7.97 472 209 263 126 M 8.01
2 521 245 276 113 M 7.67 427 190 237 125 M 7.56 427 200 227 114 M 7.25
3 487 148 339 229 SM 7.17 404 181 223 123 M 7.15 421 166 255 154 SM 7.15
4 481 227 254 112 M 7.08 400 145 255 176 SM 7.08 3.87 178 209 117 M 6.57
5 469 139 330 237 SM 6.9 386 127 259 204 SM 6.83 384 175 209 119 M 6.52
6 436 142 294 207 SM 6.42 381 145 236 163 SM 6.75 3.81 148 233 157 SM 6.47
7 433 139 294 212 SM 6.37 372 090 282 313 A 6.59 381 169 212 125 M 6.47
8 418 145 273 188 SM 6.15 359 122 237 194 SM 6.36 3.72 157 215 137 M 6.32
9 418 127 291 229 SM 6.15 359 122 237 194 SM 6.36 366 154 212 138 M 6.21
10 393 181 212 117 M 5.78 354 100 254 254 SM 6.27 359 1.13 246 218 SM 6.10
117 393 136 257 189 SM 578 340 095 245 258 SM 6.02 354 063 291 462 A 6.01
12 384 139 245 176 SM 565 3.04 086 218 253 SM 538 348 163 185 113 M 5.91
13 378 121 257 212 SM 556 295 095 200 211 SM 522 330 133 197 148 M 5.60
14 363 118 245 208 SM 534 295 081 214 264 SM 522 324 142 182 128 M 5.50
15 351 124 227 183 SM 5.16 263 109 154 141 M 4.66 303 130 173 133 M 5.14
16 333 121 212 175 SM 4.9 259 059 200 339 A 4.59 281 136 145 107 M 4.77
Total 67.97 25.09 4288 - - 100.00 56.48 19.42 37.06 - - 100.00 58.9 2436 3454 - - 100.00
r - razdo entre bragos longo e curto; M — metacéntrico, SM — submetacéntrico, A — acrocéntrico.
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6. DISCUSSAO

6.1 Citometria de fluxo

As suspensfes nucleares geraram histogramas com picos Go/G;
exibindo coeficientes de variacdo (CV = desvio padrao dividido pela média) em
torno de 3,45%. Para uma analise de qualidade, esse coeficiente pode
apresentar valores, em células vegetais, entre 1 e 10% (DOLEZEL, 1991).
Vérios autores tém demonstrado a importancia dos CVs nos picos G1 para
boas estimativas da quantidade de DNA, em trabalhos com citometria de fluxo.
De acordo com Dolezel e Bartos (2005), valores de CV inferiores a 5% sao
considerados adequados para analises citométricas. Galbraith et al. (2002)
também definiram valores abaixo de 5% como ideal para quantificacdes em
plantas.

A partir das analises desses histogramas foi possivel calcular o valor
para o conteldo médio de DNA nuclear das trés espécies de Dorstenia, que
variou de 2C = 3,49 pg a 2C = 5,47 pg para as espécies D. elata e D. arifolia,
respectivamente. Tais valores permitiram inferir que D. elata € mais derivada
em relacdo as outras duas espécies, por possuir menor conteido de DNA.
Diferentes técnicas possibilitam determinar o tamanho do genoma de uma
espécie, no entanto a citometria de fluxo pode ser utilizada na pesquisa em
plantas para a determinagdo do conteudo de DNA nuclear, nivel de ploidia,
para a analise de ciclo celular, identificacdo de cromossomos especificos,
organizacdo do genoma no nucleo, e para a determinacdo do sexo (DOLEZEL
e GOHDE, 1995). A citometria de fluxo é uma metodologia precisa de facil
aplicacéo, reprodutivel, e que demanda poucas amostras de material vegetal, e
a obtencao de resultados é rapida (SOUZA et al., 2008).

Diferencas encontradas no contetdo de DNA como as documentadas no
presente trabalho, podem envolver sequéncias repetitivas, que nao traduzem
proteinas funcionais (FLAVELL, 1986), variagbes cromossémicas causadas por
delecdes, duplicacdes, aneuploidias espontaneas e poliploides, cromossomos
B e, em alguns casos, cromossomos sexuais (GREILHUBER, 1998). Sabe-se

que existe, quase sempre, algum grau de variacdo do cromossomo dentro da

40



populacao, que irdo, naturalmente, provocar algumas variacées no conteudo de
DNA entre os individuos (GREILHUBER, 1998).

O valor do conteudo de DNA nuclear das espécies de Dorstenia foi
obtido por comparacdo com um padrédo de referéncia. Johnston et al. (1999)
consideraram que a escolha do padrdo € um passo critico para estas
estimativas e recomendam que este tenha um conteddo de DNA proximo, mas
nao sobreposto aos picos 2C e 4C da planta analisada. O padrdao S.
lycopersicum, utilizado no presente estudo, é considerado um dos melhores, de
acordo com Praca- Fontes et al. (2011), pois quando analisado com os demais,
mostrou-se como um padréo primario de referéncia ideal para mensuramento
via citometria de fluxo.

No presente estudo foi utilizado o tampao Otto (OTTO, 1990). Segundo
Dolezel e Bartos (2005) e Loureiro et al. (2006), esse tampdo prové
histogramas que apresentam nudcleos Go/G; com resolugdo adequada, sendo,
por esse motivo, considerado ideal em andlises envolvendo espécies com
conteado de DNA nuclear relativamente baixo. O Triton X-100 € geralmente
usado em todos os tampfBes como detergente ndo idnico. Por vezes, sao
adicionados ao tampéo, agentes redutores (mercaptoetanol, polivinilpirrolidona,
etc.) que tém como funcéo inibir a acdo de compostos fenolicos (ENDEMANN
et al., 2002; GALBRAITH et al., 2002).

O corante usado para corar 0s nucleos das espécies de Dorstenia em
suspensao foi o iodeto de propidio. O IP € um dos corantes mais utilizados
para avaliacdo do conteido de DNA, pois tem a propriedade de se intercalar
em pequenas sequéncias de bases nucleotidicas e fluoresce na faixa do
espectro luminoso visivel do vermelho (617nm), quando excitado por um laser
488 nm (azul) (SANTOS et al., 2014).

Nas angiospermas os valores C podem variar até 600 vezes, de menos
de 0,2 pg em Arabidopsis thaliana a 127,4 pg em Fritillaria assyriaca (BENNET
e LEITCH, 1997). O valor médio do conteudo de DNA nuclear de D. arifolia foi
36,20% maior do que D. elata e 26,00% maior do que D. bonijesu, e D.
bonijesu possui um conteddo de DNA 13,83% maior do que D. elata.
Fundamentado nestes valores, sugere-se que uma variacao interespecifica foi

encontrada no tamanho do genoma nuclear entre as espécies.
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A citometria de fluxo tem sido uma ferramenta eficiente na identificacédo
de variacdes intra e interespecificas, como exemplo no género Pinus, 0 que
possibilita melhor entendimento dos mecanismos de plasticidade do DNA e
auxilia no esclarecimento do processo evolutivo das espécies (NUNES, 2008).
A mesma autora realizou um trabalho onde foram avaliadas as espécies P.
oocarpa Schiede ex Schltda, P. patula Schitdl e Cham e P. tecunumanii Eguiluz
e J. P. Perry, todas com 2n = 24 cromossomos. Um dos objetivos foi observar a
ocorréncia de variacdes na quantidade de DNA nuclear através da citometria
de fluxo. Em P. patula foi encontrado o maior conteiddo de DNA entre as trés
espécies e em P. tecunumanii houve variacdo intraespecifica no contetdo de
DNA de quatro procedéncias analisadas.

Oliveira (2011), também observou diferenca na quantidade de DNA
nuclear entre Euterpe edulis, E. oleracea e E. precatoria. Os valores foram
significativamente maiores em E. precatoria que nas outras duas espécies,
indicando a ocorréncia de rearranjos estruturais que poderiam ter levado a
essa diferenciacao.

O valor C de DNA é um carater de significado biolégico fundamental e o
conhecimento da quantidade de DNA nuclear em um grupo de organismos
pode ser Gtil em varios campos da pesquisa, como biologia molecular e celular,
ecologia e sistematica (BENNET; LEITCH, 1995). O conhecimento do tamanho
do genoma também é importante para outros campos da investigacao,
incluindo taxonomia e evolugdo (KRON; SUDA; HUSBAND, 2007). Este
conhecimento tem sido bastante utili também em estudos de relacdes
filogenéticas (ZOLDOS et al., 1998; LYSAK et al., 1999; TORRELL e VALLES,
2001; MOSCONE et al., 2003; SUDA et al., 2003).

6.2Citogenética

Meristemas radiculares das plantas de Dorstenia, obtidas por meio do
sistema de hidroponia, tratados com APM 4 uM apresentaram melhores
resultados em relagdo as demais concentracfes. De acordo, Dolezel et al.
(1999) e Planchais et al. (2000), o APM apresenta alta afinidade de ligacao

com tubulinas vegetais e impede acontecimento da anafase.
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No presente estudo, o fixador utilizado na proporcédo de 3:1 (metanol:
acido acético) foi essencial para manter a integridade dos cromossomos, assim
como observado por Yoshitome et al. (2008) em Theobroma speciosum (L.)
Willd. Outra etapa considerada importante refere-se a maceracao enzimatica
das espécies. A enzima utilizada neste estudo foi pectinase (Sigma®), com
melhor resultado na proporgéo de 1:60 pl a 34 °C. Com isso a parede celular foi
eliminada, sem intervir na morfologia dos cromossomos.

A melhor coloracdo foi obtida com exposicdo das laminas em corante
Giemsa por um periodo de 8 min. A orceina acética, o carmim acético e o
reativo de Schiff sdo, geralmente, os corantes mais utilizados para vegetais.
Por outro lado, o corante Giemsa (uma mistura de corantes estabelecida por
Gustav Giemsa) € o0 mais utilizado na citogenética humana e animal
(principalmente para vertebrados). Posteriormente, o uso desse corante foi
aplicado também a vegetais e, com a citogenética de plantas, a coloracdo com
Giemsa, ou com hematoxilina, produz os melhores resultados, tanto para
mitose quanto para meiose (GUERRA e SOUZA, 2002). A visualizacdo dos
cromossomos mitoticos, para estudo do cariétipo e analise do ciclo celular, é
geralmente feita pela coloracdo convencional. A respeito dessa técnica, 0 uso
do corante Giemsa € um dos mais empregados para o estudo dos
cromossomos metafasicos, os quais sdo corados por igual sem nenhuma
preferéncia por determinado tipo de cromatina, composicdo de DNA ou de
proteinas (GUERRA; SOUZA, 2002).

As preparacbes e técnicas citogenéticas empregadas possibilitaram
encontrar metafases adequadas para a caracterizacdo do cariétipo das trés
espécies de Dorstenia. Apesar de elas apresentarem 0 mesmo numero de
cromossomos (2n = 32), a mensuracdo do conteudo de DNA e as analises
morfométricas dos cariotipos evidenciaram diferengcas entre as mesmas.
Comparacéo entre cariétipos também foi documentada por Oliveira (2011) para
as espécies E. edulis, E. oleracea e E. precatdria. Todas as espécies
apresentaram 2n=36 cromossomos, sendo eles distintos quanto ao tamanho e
morfologia, sugerindo x = 18 como numero basico para o género. Apesar da
igualdade numeérica, Euterpe mostrou-se um grupo que apresenta diferencas
quanto a morfologia cromossémica, sugerindo que alteragbes estruturais

podem ter contribuido para a diversificagdo do género.
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Em grupos de espécies que exibem nimero cromossémico conservado,
variacdes no tamanho do genoma podem ser Uteis na definicdo de divisdes
taxonbmicas. De acordo com Guerra (1988), descricbes citogenéticas bem
como a quantidade de DNA nuclear (KRON et al., 2007) sédo Uteis em
inferéncias filogenéticas e taxondmicas em grupos de plantas, por fornecerem
relevantes informacgfes acerca do processo evolutivo sofrido pelas espécies
(OLIVEIRA, 2011).

Eventos de poliploidizacdo podem encontrar-se envolvidos na evolugao
das plantas, este tipo de modificacbes no genoma é provavelmente o fator mais
importante na formacdo de espécies simpétricas (OTTO e WHITTON, 2000).
Rearranjos cromossomicos posteriores ao processo de poliploidizagao
colaboram com o isolamento reprodutivo que pode levar a especiacéo
(RIESEBERG, 2001). Além de caracteristicas reprodutivas, a poliploidia age
sobre a evolucdo das vias metabdlicas, atributos morfolégicos e outras
caracteristicas adaptativas importantes (ADAMS e WENDEL, 2005).

A poliploidia é provavelmente a alteracdo citogenética mais importante
na especiacao e evolucéo vegetal (MADAIL, 2011).

A familia Moraceae apresenta membros dipl6ides, com numero béasico
de cromossomos 12, 13, 14, e em alguns casos, 15 ou 16 cromossomos
(FAGERLIND, 1944). Na literatura existe relato de dados citogenéticos para
poucas espécies do género Dorstenia. Espécies cultivadas em jardins
botanicos alemées: D. psilurus Welw, D. scabra (Bureau) Engl, e D. massonii
Bureau foram descritas com 2n = 40 cromossomos (KRAUSE, 1931). Dentro do
género uma Uunica espécie, Dorstenia mannii Hook. f. foi apontada como
tetraploide com 2n = 48 (FAGERLIND,1944). Contudo evidencias do presente
trabalho mostram que as trés espécies aqui estudadas podem ter uma origem

poliploide, como observado pelas analises morfométricas.

6.3 Analise morfométrica

Os resultados do indice de assimetria cromossdmica A, variaram entre
as espécies de Dorstenia. D. bonijesu apresentou A, = 0,16, seguido por D.

arifolia A, = 0,14 e D. elata A, = 0,13. A assimetria intercromossémica (A)
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reflete a variacao entre os cromossomos do complemento. O estudo minucioso
desse indice de assimetria em alguns grupos de plantas permite uma
compreensdo clara do sentido da evolugdo cariotipica (BARELLA e
KARSBURG, 2007).

Espécies de maior indice de assimetria cariotipica podem indicar
plantas mais primitivas, enquanto que as mais recentes evolutivamente
caracterizam-se por possuir indice com resultado menor (STEBBINS 1971).
No presente estudo, D. elata apresentou menor valor, podendo ser
considerada mais derivada em relagcdo a D. bonijesu e D. arifolia. Misiewicz e
Zerega (2012) realizaram um trabalho que apresentou a primeira filogenia
molecular e o primeiro estudo da origem evolutiva e diversificagdo dentro do
género Dorstenia. Uma arvore filogenética demonstrou a possivel origem e
diversificacdo de algumas espécies no Velho e Novo mundo. No referido
trabalho, D. elata foi apresentada como mais recente em relagéo a D. arifolia.
No entanto, os autores ndo realizaram uma comparacdo com D. bonijesu, o
que impossibilita concluir claramente a posicdo de cada espécie
evolutivamente.

Para assimetria cariotipica foi avaliado somente o indice A, de Romero
Zarco (1986). Esse indice representa um dos valores que podem ser utilizados
principalmente entre taxons, para inferir sobre os aspectos taxonémicos e
evolutivos (PASZKO, 2006). Para assimetria intracromossémica (A;), Paszko
(2006) propde o indice CVCI (indice centromérico de coeficiente de variagcao).
No entanto, este indice ndo expressa a predominancia de telocéntricos e
acrocéntricos, mas a heterogeneidade entre os locais centroméricos de um
cariétipo. Como existe uma lacuna a ser preenchida com as estimativas de
assimetria intracromossomica (PERUZZI e EROGLU, 2013) esse indice nao foi
avaliado neste trabalho.

Oliveira (2011) calculou o indice assimétrico nas espeécies: E. edulis, E.
oleracea e E. precatoria. As diferencas da posicdo do centrobmero e do
tamanho dos cromossomos se refletiram nos valores A; e A,, onde as trés
espécies do género Euterpe apresentaram niveis parecidos de assimetria com
relacdo ao tamanho dos cromossomos, todavia, E. oleracea se diferenciou das
outras duas, no que diz respeito a posicdo do centrdbmero, apresentando

cariétipo mais simétrico.
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Com a obtencdo dos dados morfométricos, a classificacdo dos
cromossomos foi determinada e foram constatadas diferencas entre os
caridtipos para as trés espécies. D. arifolia apresentou quatro pares de
cromossomos metacéntricos e doze pares submetacéntricos; D. bonijesu
apresentou quatro pares metacéntricos, dez pares submetacéntricos e dois
pares acrocéntricos; e em D. elata foram evidenciados doze pares
metacéntricos, trés pares submetacéntricos e um par acrocéntrico. Com isso é
possivel observar que as trés espécies apresentaram cariotipo simétrico. Um
caridtipo simétrico € caracterizado pela predominancia de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos com aproximadamente o mesmo tamanho
(PASZKO, 2006).

Fazendo uma comparacao com o que foi citado anteriormente, observa-
se, que nas trés espécies analisadas nesse trabalho os cromossomos 1 e 2
sé8o metacéntricos, 0os de nimero 6 sdo submetacéntricos, mas os de numeros
3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 sao todos diferentes (Tabela 1). Os
pares 11, 12, 13 e 14 sado semelhantes em D. arifolia. Em D. bonijesu os que
mais se assemelharam foram os pares 1, 2 e 3. Em D. elata os pares 13, 14,
15 e 16 também sdo semelhantes. No cariograma de D. elata é possivel
visualizar os diferentes graus de compactacao, bem como em alguns pares das
outras duas espécies, que se encontram mais compactados em relacdo aos
demais (Figura 4). Essas informa¢des podem inferir em uma possivel origem
poliploide para tais espécies.

As trés espécies possuem 32 cromossomos. Mas as mesmas
apresentaram conteddo de DNA bem como o indice de assimetria com
resultados diferentes. Somado a isso as espécies habitam ambientes e
apresentam morfologias diferentes (Figura 2).

Diante de tudo que foi exposto fica evidenciado que nao existe
correlacdo entre o numero de cromossomos, 0 conteudo de DNA, a
morfometria cromossdmica, o habitat e morfologia das plantas, pois mesmo as
trés espécies com numero cromossémico igual (2n = 32), elas demonstraram

diferencas nas outras caracteristicas observadas.
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7. CONCLUSOES

Embora as espécies D. arifolia, D. bonijesu e D. elata tenham
apresentado uniformidade numérica com 2n = 32 cromossomos, Dorstenia
mostrou-se um grupo heterogéneo quanto ao conteudo de DNA nuclear, indice
de assimetria cromossdmica e morfologia. Alteragcdes estruturais podem ter

contribuido para a diversificacdo e evolucao cariotipica do género.
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