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Resumo - A subfamília Gilliesioideae (Alliaceae) está dividida em duas tribos, Ipheieae e 

Gilliesieae, que apresentam fortes diferenças morfológicas, biogeográficas e filogenéticas. O 

presente trabalho objetivou realizar uma análise citotaxonômica e filogenética nessa subfamília, 

por meio da comparação de número e morfologia cromossômica, dupla coloração com os 

fluorocromos cromomicina A3 (CMA) e 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), localização do 

DNA telomérico e dos sítios de DNAr 5S e 45S por hibridização in situ fluorescente (FISH) 

juntamente com uma análise filogenética de alguns gêneros a partir de sequências de DNA 

nuclear ITS e DNA plastidiais trnG, trnL-trnF, entre outras. A tribo Ipheieae é formada pelos 

gêneros Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium. Desses, 

Nothoscordum é cariotipicamente mais diversificado, com dois números cromossômicos 

básicos, x = 4 e x = 5, recorrentes eventos de translocações Robertsonianas e poliploidia. Nesse 

gênero foram analisados dois complexos taxonômicos, Inodorum e Bivalve, onde as análises de 

hibridização genômica in situ (GISH) e filogenia molecular permitiram caracterizar a origem 

híbrida de N. gracile e N. bonariense, respectivamente, bem como de suas relações com as 

espécies afins. A análise das espécies de Leucocoryne, também com x = 5, trouxe novas 

evidências sobre a relação evolutiva entre as espécies que possuem três estames funcionais e 

aquelas que conservam os seis estames férteis, comum nas demais Alliaceae. As análises 

filogenéticas permitiram validar o gênero Zoellnerallium, que apresenta um cariótipo único na 

tribo com 2n = 24 (8M + 16A) e cromossomos menores do que as demais espécies da tribo. No 

caso das três espécies de Ipheion as análises citogenéticas mostraram cromossomos menores 

que os demais da tribo, cariótipos predominantemente formados por acrocêntricos e um número 

cromossômico único para cada espécie do gênero (2n = 12, 14 e 20). A tribo Gilliesieae é 

formada pelos gêneros Gethyum, Gilliesia, Miersia, Speea e Solaria, todos com o mesmo 

número fundamental NF = 11 mas com diferentes números cromossômicos. A evolução 

cariotípica da tribo foi moldada principalmente por disploidia ascendente, partindo do cariótipo 

ancestral 2n = 12, presente em Miersia e Speea, e em linhagens independentes dando origem a 

2n = 14, presente em Gethyum, Gilliesia e Solaria, e 2n = 20 presente em Miersia. De uma 

maneira geral, todas as espécies da subfamília Gilliesioideae apresentaram um par de sítios de 

DNAr 5S por conjunto monoploide, exceto a secção Nothoscordum do gênero Nothoscordum 

que apresentou uma amplificação desses sítios. Os sítios de DNAr 45S foram localizados 

preferencialmente nos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos, sugerindo uma correlação 

entre as fissões cêntricas e este tipo de DNAr. Embora os dados sugiram que as fusões/fissões 

cêntricas tenham sido a principal mudança cromossômica envolvida na evolução da subfamília 

Gilliesioideae, as análises do DNA telomérico em Nothoscordum e Ipheion não revelaram 

nenhuma relação aparente entre fusões cêntricas e sítios ectópicos de DNA telomérico.  

Palavras-chave: tribo Ipheieae, tribo Gilliesieae, evolução cariotípica, citogenética, 

translocações Robertsonianas 



 
 

Abstract – The subfamily Gilliesioideae (Alliaceae) is traditionally subdivided into two tribes, 

Ipheieae and Gilliesieae which show morphological, biogeographical, and phylogenetic 

differences. In this study a cytotaxonomic and phylogenetic analysis of this subfamily was 

performed based on the comparison of chromosome number and morphology, double staining 

with the fluorochromes chromomycin A3 (CMA) and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 

distribution of the telomeric DNA, 5S and 45S rDNA sites by fluorescent in situ hybridization 

(FISH), together with a phylogenetic analysis of some genera using nuclear ITS and plastidial 

DNA sequences (trnG and trnL-trnF), among others. The tribe Ipheieae is formed by the genera 

Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma, and Zoellnerallium. Among these, 

Nothoscordum is karyotypically the more diversified, with two basic chromosome numbers, x = 

4 (4M) and x = 5 (3M + 2A), due to recurrent events of Robertsonian translocation and 

polyploidy. In this genus two taxonomic species complex, Inodorum and Bivalve, were 

analyzed. Genomic in situ hybridization (GISH) and molecular phylogeny were used to 

characterize the hybrid origin of N. gracile and N. bonariensis and their relationship with 

related species. The Leucocoryne analysis also showed x = 5 (3M + 2A), and provided new 

evidences about the evolutionary relationships between the species with three functional 

stamens and those that retained the original six stamens, a condition that is characteristic of 

other Alliaceae. In Zoellnerallium the cytogenetic and phylogenetic analyses helped to validated 

the genus, which presented 2n = 24 (8M + 16A) and chromosomes smaller than those of other 

species of the tribe. The three Ipheion species showed chromosomes similar in size to those 

found in  Zoellnerallium, karyotypes formed predominantly by acrocentrics, and chromosome 

numbers 2n = 12, 14 and 20. The tribe Gilliesieae is composed by the genera Gethyum, 

Gilliesia, Miersia, Speea, and Solaria, all of them with the same fundamental number NF = 11 

but with different chromosome numbers. The karyotype evolution of this tribe was shaped 

mainly by ascendent disploidy, with the putative ancestral karyotype 2n = 12 present in Miersia 

and Speea, giving origin to two independent lineages: 2n = 14 in Gethyum, Gilliesia and 

Solaria, and 2n = 20 in Miersia. In general, all species of the subfamily Gilliesioideae had one 

5S rDNA per monoploid chromosome set, except those from the section Nothoscordum, genus 

Nothoscordum, who presented an increment of these sites. In the subfamily the 45S rDNA sites 

were located preferentially in the short arm of the acrocentric chromosomes, suggesting a 

correlation between centric fission and the occurrence of this rDNA type. Although all data 

suggested that centric fusion/fission have been the main mechanism of chromosome evolution 

of the subfamily Gilliesioideae, the telomeric DNA analysis in Nothoscordum and Ipheion did 

not reveal any clear relationship between centric fusion and ectopic telomeric sites. 

Key-words: tribe Ipheieae, tribe Gilliesieae, chromosome evolution, cytogenetics, Robertsonian 

translocation 
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1. INTRODUÇÃO 

A subfamília Gilliesioideae (Alliaceae) é composta por 13 gêneros e ~82 

espécies distribuídas quase exclusivamente em regiões subtropicais no sul da América 

do Sul. A subfamília está dividida em duas tribos, Gilliesieae e Ipheieae, separadas por 

fortes diferenças morfológicas, biogeográficas e filogenéticas. A tribo Gilliesieae é 

formada por sete gêneros (Gethyum, Gilliesia, Miersia, Solaria, Speea, Trichlora e 

Schickendantziella) e 17 espécies que apresentam centro de diversidade no Chile. Por 

outro lado, a tribo Ipheieae é composta por cinco gêneros (Ipheion, Leucocoryne, 

Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium) e ~65 espécies com centro de diversidade 

no Uruguai, na Argentina e no sul do Brasil. 

As relações evolutivas inter- e intragenéricas dentro de cada tribo e entre as duas 

tribos ainda são imprecisas devido principalmente aos poucos estudos realizados nessa 

subfamília e à taxonomia complexa do grupo. Análises histológicas, filogenéticas e 

cariotípicas se mostraram fundamentais para uma melhor compeenção da sistemática do 

grupo. As espécies de Gilliesioideae se destacam por apresentarem cromossomos 

grandes e pouco numerosos, o que as torna excelentes modelos para análises 

citotaxonômicas. Além disso, a subfamília também apresenta a peculiaridade de possuir 

duas variantes da sequência telomérica, uma típica de plantas em geral e outra típica de 

vertebrados, cuja origem, organização e significado evolutivo ainda são incertos. A 

maioria das análises citogenéticas do grupo se resume ao uso da coloração 

convencional, sendo conhecidos números e morfologia cromossômica de todos os 

gêneros da tribo Ipheieae e de algumas espécies da tribo Gilliesieae. Essas análises 

prévias têm revelado uma grande variabilidade cariotípica, principalmente devido à 

ocorrência de translocações Robertsonianas e poliploidia.  

O presente trabalho tem como objetivo realizar uma análise citotaxonômica da 
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subfamília Gilliesioideae, incluindo representantes de todos os gêneros das tribos 

Ipheieae e Gilliesieae (exceto Trichlora e Schickendantziella), por meio de número e 

morfologia cromossômica, dupla coloração com os fluorocromos cromomicina A3 

(CMA) e 4‟,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e localização dos sítios de DNAr 5S e 45S 

por hibridização in situ fluorescente (FISH). Com o objetivo de analisar os resultados 

num contexto filogenético e assim conseguir entender melhor as relações evolutivas no 

grupo foi realizada uma filogenia molecular baseada em sequências plastidiais e 

nucleares para as duas tribos (no caso da tribo Gilliesieae, ver Escobar et al. 2010). 

Além disso, no gênero Nothoscordum, foram analisadas as relações evolutivas em dois 

complexos de espécies, Bivalve e Inodorum (Guaglianone 1972), por meio de uma 

ampla amostragem populacional, hibridização genômica in situ (GISH) e análise de rede 

de haplótipos. Adicionalmente foi investigada a distribuição e variabilidade do DNA 

telomérico em espécies de Ipheion e Nothoscordum, buscando identificar a relação entre 

os eventos de translocação Robertsoniana e a presença de sitos teloméricos ectópicos.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Introdução à citotaxonomia 

2.1.1. Taxonomia e sistemática 

 Sistemática é a ciência que estuda a diversidade dos organismos, incluindo a 

descoberta, descrição e interpretação da diversidade biológica, bem como a síntese da 

informação sobre a diversidade na forma de sistemas de classificação preditivos (Judd et 

al. 2009). Nesse sentido, o propósito fundamental da sistemática é esclarecer as relações 

evolutivas entre os grupos de espécies, documentar as modificações que ocorreram 

durante o processo de diversificação das espécies e, até onde for possível, descrever 

todas as espécies. Além da diversidade biológica atual, a sistemática se propõe a estudar 

a história evolutiva das espécies e grupos de espécies incluindo, por exemplo, a análise 

de linhagens extintas a partir de fósseis (ver por exemplo Sun et al. 2002) como uma 

forma de auxiliar na compreensão da diversidade atual. 

 A sistemática abrange a disciplina taxonomia, na qual grupos de organismos são 

descritos e nomes científicos lhes são designados. A identificação envolve determinar se 

uma determinada espécie pertence a um grupo já conhecido de organismos (Judd et al. 

2009). Além do nível específico, os organismos são organizados em agrupamentos 

taxonômicos hierárquicos, como gêneros, tribos, famílias, ordens etc, baseados no 

compartilhamento de similaridades entre grupos de espécies afins. Tradicionalmente a 

identificação de um organismo e seu enquadramento em uma hierarquia taxonômica é 

feito com base em caracteres morfológicos, sendo esses, em geral, de fácil observação e 

grande utilidade em chaves de identificação e descrições de espécies. 
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 Entretanto, identificar uma planta e/ou estabelecer sua relação com espécies 

relacionadas nem sempre é uma tarefa simples, especialmente na região neotropical, 

quer seja porque essa região contém mais espécies do que as regiões temperadas, ou 

porque em geral, floras tropicais são menos estudadas (Antonelli e Sanmartín 2011). 

Alguns grupos de plantas apresentam uma taxonomia clara e precisa como, por 

exemplo, a família Passifloraceae onde a análise morfológica das flores, hábito das 

plantas e biogeografia, permitiu identificar com segurança a maioria das espécies e 

estabelecer claramente os agrupamentos infrafamiliares (Muschner et al. 2003). Por 

outro lado, alguns grupos taxonômicos apresentam uma variabilidade morfológica tão 

grande, que embora seja simples identificar as espécies, compreender as relações entre 

os níveis taxonômicos mais elevados é muito complexo. Caddick et al. (2002) revisando 

o gênero Dioscorea L. (Dioscoreaceae) observou que, embora as espécies sejam 

claramente reconhecíveis, o número de seções taxonômicas descritas varia de 28 a 70 

dependendo do autor, o que mostra a complexidade na classificação infragenérica. 

Alguns grupos de plantas, como por exemplo, no gênero Nothoscordum, apresentam 

uma situação inversa, com uma diversificação morfológica tão baixa, que torna difícil 

identificar os espécimes e eventualmente a taxonomia exclusivamente morfológica leva 

à uma subestimação da biodiversidade do grupo (ver por exemplo Guaglianone et al. 

1972). 

 As estimativas mais recentes de relações entre as espécies vêm sendo 

estabelecidas com base em análises filogenéticas. A principal inovação dessa 

abordagem em relação à taxonomia tradicional é a interpretação dos caracteres num 

contexto evolutivo, o que proporciona uma estimativa mais real da relação entre os 

grupos de plantas. Hennig (1965) argumentou que para uma clara compreensão das 

relações filogenéticas três questões fundamentais devem ser respondidas: i) qual a 
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relação filogenética entre os taxa em estudo? ii) como essas relações foram 

estabelecidas? e iii) como reconhecer e excluir caracteres que não refletem relações 

evolutivas? Esses caracteres, na definição de Hennig (1965), são aqueles que surgem 

mais de uma vez em grupos não-diretamente relacionados, na atualidade denominados 

de caracteres homoplásicos ou recorrentes. Uma série de termos novos surgiram para 

explicar/descrever as relações filogenéticas entre os grupos de taxa. Termos 

amplamente utilizados em análise filogenéticas são plesiomorfia e apomorfia, que 

dizem respeito a caracteres antigos, também ditos “primitivos” e caracteres derivados, 

respectivamente. Ambos podem ser precedidos pelo prefixo “sin”, quando o 

determinado caráter é compartilhado por um conjunto de taxa. A autapomorfia, definida 

como o conjunto de caracteres exclusivos de uma espécie, e útil, portanto, para a 

taxonomia (identificar espécies). 

 A sistemática moderna, baseada nas idéias de Hennig, busca agrupamentos 

taxonômicos naturais ou taxa monofiléticos, definidos como aqueles grupos de 

organismos que contém um único ancestral em comum, ou seja, que descendem de uma 

única linhagem. Os caracteres compartilhados que sustentam estes agrupamentos são 

chamados de sinapomorfias (Hennig 1965), as quais constituem o conjunto de 

caracteres usados em análises filogenéticas e incluem entre outros aqueles caracteres 

utilizados na descrição das espécies ou de níveis infra-específicos. Estes caracteres são 

obtidos a partir de fontes diversas como, por exemplo, morfológicas, anatômicas, 

embriológicas, cromossômicas, palinológicas, químicas, ecológicas, biogeográficas e na 

atualidade também referem-se às sequência de DNA ou RNA ou de proteínas (Judd et 

al. 2009). 
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A partir de 1998, com a publicação da primeira árvore filogenética abordando os 

grandes grupos de Angiospermas, baseados principalmente em sequências de DNA 

de genes pastidiais rbcL e atpB, foi proposto pelo Angiosperm Phylogeny Group, 

ou APG, uma classificação filogenética de Angiospermas, ora produzindo informações 

e árvores filogenéticas próprias, ora compilando informações produzidas por diferentes 

autores. 

 

2.1.2. Citotaxonomia 

 

A utilização de dados citogenéticos na sistemática vegetal, também chamada de 

citotaxonomia ou cariossistemática, é um importante instrumento para a compreensão 

das relações de parentesco e dos mecanismos genéticos de evolução, tanto dentro de 

pequenos taxa como em nível de espécie e de gênero, quanto em níveis superiores como 

família e ordem (Guerra 2000a). Número e tamanho cromossômico, posição do 

centrômero, padrões de bandeamento e outros caracteres são usados como dados para a 

descrição do cariótipo e, nesse caso, contribuem para a análise sistemática (Judd et al. 

1999).  

Um grande número de espécies, como aquelas das famílias Bombacaceae (Baum 

et al. 1994), alguns gêneros de Moraceae (Ragone 2001), Cyperaceae (Sousa et al. 

2011) e Orchidaceae (Guerra e Felix 2010) apresentam cariótipos difíceis de serem 

analisados, formados por cromossomos muito pequenos, numerosos e muito similares 

entre si. Nesses casos, a única informação cariotípica disponível com base na 

citogenética clássica é o número cromossômico. Por outro lado, algumas espécies 

apresentam cromossomos grandes, pouco numerosos e com morfologia claramente 
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reconhecível, como nas famílias Liliaceae (Ambrožová et al. 2010), Alismataceae, 

Limnocharitaceae (Feitoza et al. 2009) e Amaryllidaceae (Ran et al. 2001). Nesse 

contexto, se destaca a família Alliaceae, na qual todos os gêneros apresentam 

cromossomos grandes, o que as torna importantes modelos para o estudo de evolução 

cariotípica e citotaxononomia. 

 

2.1.1.1. Abordagens clássicas 

 

Uma análise citotaxonômica clássica, de maneira geral, consiste em comparar o 

número, a morfologia e o tamanho cromossômico e, quando possível, a posição da 

constrição secundária em um determinado táxon. Com o conhecimento dos números 

cromossômicos, é frequentemente possível reconhecer o número cromossômico 

ancestral do grupo (x) e as diferentes linhas evolutivas que se estabeleceram a partir 

deste (Guerra 2000a).  

Um grande número de trabalhos citotaxonômicos utilizaram ferramentas de 

citogenética clássica, caracterizada pela observação de cromossomos ou núcleos 

interfásicos corados indistintamente, ou seja, sem nenhuma preferência por determinado 

tipo de cromatina, composição do DNA ou proteínas. Apesar de ser o parâmetro 

cariotípico mais simples, o número de cromossomos (2n) tem merecido atenção especial 

por parte dos citotaxonomistas. Esse caráter representa a forma mais rápida, barata e 

fácil para obter qualquer informação substancial sobre o genoma de uma espécie 

(Guerra 2008). Para que a abordagem citotaxonômica baseada em números 

cromossômicos seja compreensiva e conclusiva é preciso a análise segura de um grande 

número de espécies, sem a qual passa a ser simplesmente um jogo de números (Guerra 

1986). Números cromossômicos similares podem indicar estreita relação, enquanto 
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números cromossômicos diferentes geralmente sugerem maior isolamento reprodutivo 

com perda de fertilidade no caso da formação de híbridos. Existem apenas dois tipos de 

variação no número cromossômico relacionadas à filogenia e evolução cariotípica: 

poliploidia e disploidia. Outras causas de variação no número de cromossomos, como 

haploidias, aneuploidias e cromossomos B, não apresentam nenhuma implicação 

evolutiva clara (Guerra 2008). 

Na análise de espécies com cromossomos muito pequenos, a análise de número 

cromossômico ganha ainda mais importância, por ser o único parâmetro cariotípico 

possível de ser analisado péla citogenética clássica. Um exemplo disso é a análise da 

família Malpighiaceae, que apresenta cromossomos muito pequenos (~ 2 µm), cuja 

contagem auxiliou na circunscrição da subfamilia Byrsonimoideae, que apresenta 

número básico x = 6, em contraste com o restante da família que apresenta x = 10 

(Anderson 1993). Posteriormente, uma filogenia molecular da família revelou que 

Byrsonimoideae é monofilética e, portanto, que o número cromossômico revela uma 

sinapomorfia importante do grupo (Davis et al. 2001). 

No caso de espécies com cromossomos maiores é possível explorar além do 

número outros parâmetros cariotípicos como tamanho e morfologia cromossômica, 

posição da constrição secundária, índices de assimetria cromossômica etc. Baeza et al. 

(2008) revisaram a citotaxonomia de Alstroemeria presliana Kunth (Alstroemeriaceae), 

que apresenta cromossomos grandes (~10 µm). Essa espécie estava dividida em duas 

subespécies: A. presliana com distribuição restrita a altitudes de 1.500 a 2.000 m na 

Cordilheira dos Andes entre o Chile e a Argentina e Alstroemeria presliana Kunth 

subsp. Australis Ehr. Bayer distribuída no sul do Chile em altitudes entre 200 e 1.500 m. 

Ambas apresentam flores de cor rosa muito vistosas e são diferenciadas basicamente 

pelo tamanho das flores, intensidade da colocação e distribuição geográfica. A análise 
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citogenética revelou em ambas cariótipos assimétricos com 2n = 16, mas com fórmulas 

cariotípicas diferentes, 4M + 1SM + 3A e 3M + 1SM + 4A, respectivamente. Esse 

resultado sugere que, além do isolamento geográfico, essas espécies apresentam 

mudanças cariotípicas, o que indica que A. presliana subsp. australis pode ser uma nova 

espécie. 

Atualmente a citogenética alia as técnicas clássicas a um conjunto de técnicas 

citogenéticas e moleculares desenvolvidas ou melhoradas nos últimos anos. Os 

principais parâmetros utilizados na citogenética moderna são a análise de quantidade de 

DNA, bandeamento cromossômico, hibridização in situ e análise comparativa de uma 

determinada fração do DNA repetitivo (por exemplo, o DNA satélite) ou de cópia única 

(por exemplo, genes ou marcadores moleculares clonados em BACs, do inglês Bacterial 

Artificial Chromosomes). 

 

2.1.1.2. Técnicas de bandeamento cromossômico 

 

De maneira geral, a cromatina pode ser dividida em eucromatina, que apresenta 

um ciclo de condensação-descondensação paralelo ao ciclo celular, e heterocromatina, 

que se mantém condensada durante todo o ciclo celular. Uma série de características 

importantes está associada à heterocromatina, como a quase ausência de atividade 

gênica, replicação tardia na fase S do ciclo celular e presença de DNA repetitivo. 

Classicamente a heterocromatina está dividida em heterocromatina facultativa e 

constitutiva, sendo a última um componente cromossomal amplamente estudado pelos 

citogeneticistas (Sumner 2003). 

A identificação e visualização das porções heterocromáticas nos cromossomos 

só se tornaram possíveis em um grande número de espécies com o advento das técnicas 
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de bandeamento C (Guerra et al. 2000b). Isso possibilitou um refinamento das análises 

citogenéticas e consequentemente uma maior riqueza na comparação cariotípica entre 

grupos relacionados (Guerra 2000b). Vários exemplos tratam da caracterização 

cariotípica e da citotaxonomia utilizando bandeamento C, como por exemplo nos 

gêneros Allium (Loild 1982), Scilla (Greilhuber e Speta 1989), Capsicum (Moscone et 

al. 1993) e Astroemeria (Buitendijk et al. 1998). 

Embora possa ser bastante informativa, a técnica de bandeamento C apresenta a 

desvantagem de ser muito laboriosa e de apresentar uma baixa reprodutibilidade. As 

técnicas de bandeamentos com fluorocromos foram inicialmente pouco difundidas, 

porque utilizavam equipamentos na época muito “sofisticados” (microscópio de 

fluorescência), mas logo se tornaram mais difundidas e atualmente são amplamente 

utilizadas em análises citogenéticas de plantas. Não somente cromossomos ou regiões 

cromossômicas têm sido identificados com o uso dessas técnicas, mas também 

características estruturais e/ou citoquímicas podem ser determinadas (She et al. 2005). 

Entre os fluorocromos mais utilizados atualmente na citogenética estão o 4‟,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) e o Hoechst 33258, usados para a identificação de 

regiões do genoma ricas em pares de base adenina e timina (AT), e a cromomicina A3 

(CMA) usada para distinguir regiões no cromossomo ricas em guanina e citosina (GC).  

O bandeamento cromossômico usando simultaneamente os fluorocromos CMA 

e DAPI (dupla coloração CMA/DAPI) tem contribuído para a compreensão das relações 

evolutivas, por exemplo, no gênero Citrus L. (Moraes et al. 2007). As espécies desse 

gênero apresentam grandes segmentos de heterocromatina ricos em CG, portanto, 

CMA
+
, que permite classificar os cromossomos em tipos claramente definidos. Com 

esse nível de reconhecimento dos cromossomos foi possível compreender muitos 

aspectos da história dos cultivares de Citrus, incluindo a origem de cultivares híbridos e 
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a relação entre as espécies cítricas e gêneros relacionados (ver Guerra et al. 2000c; 

Cornélio et al. 2003; Yamamoto et al. 2007; Moraes et al. 2007). Uma abordagem muito 

similar foi utilizada por Hizume et al. (1989), também utilizando o bandeamento 

CMA/DAPI em espécies do gênero Pinus L. Nesses dois gêneros, além da identificação 

dos cromossomos, o uso da dupla coloração possibilitou o reconhecimento de híbridos 

interespecíficos. 

Greilhuber (1984), revisando a utilização de dados citogenéticos na taxonomia, 

indicou a heterocromatina, visualizada através dos bandeamentos cromossômicos, tanto 

o bandeamento C como o uso de fluorocromos, como a principal ferramenta 

citotaxonômica. Porém, embora o uso de bandeamento cromossômico tenha 

proporcionado um maior detalhamento das análises citogenéticas e uma melhor 

resolução de problemas sistemáticos, alguns grupos apresentam baixa quantidade de 

heterocromatina, como em Nothoscordum pulchellum Kunth (Guerra e Felix 2000), 

tendo esta pouco valor citotaxonômico. Em outros casos, como em algumas espécies de 

Costus L. (Guerra 1988), a heterocromatina apresenta um padrão monomórfico 

ocupando a região pericentromérica de todo o complemento cromossômico e nesse caso 

não permite a identificação de pares cromossômicos ou a compreensão das relações de 

parentesco entre espécies próximas. 

 

2.1.1.3. Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

A técnica de hibridização in situ consiste basicamente no pareamento de 

determinado segmento de DNA ou RNA (sonda) com uma sequência de nucleotídeos 

complementar situada dentro da célula (alvo), visando verificar se a célula possui essa 

sequência e qual sua localização (Guerra 2004). Para visualizar o segmento de DNA ou 

RNA hibridizado é necessário que ele esteja marcado com alguma molécula que permita 
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a sua identificação. As primeiras análises utilizavam sondas com marcação radioativa, o 

que apresentava a desvantagem de gerar muitos sinais inespecíficos de fundo 

(background), além dos problemas de manipulação e descarte dos isótopos radioativos. 

Mas recentemente, essa marcação passou a ser realizada com moléculas fluorescentes, o 

que originou a hibridização in situ fluorescente ou FISH (sigla do inglês Fluorescent In 

Situ Hybridization). 

Nos últimos anos, a FISH tem ampliado consideravelmente o nível de análise e o 

campo de atuação da citogenética vegetal (Jiang e Gill 2006). As sequências mais 

utilizadas para a identificação cromossômica em plantas são os DNAs ribossomais 

(DNAr) 5S e 45S (Guerra 2004). Essas sequências apresentam a vantagem de serem 

repetidas centenas ou milhares de vezes e estarem organizadas em tandem em um ou 

mais blocos, o que facilita sua detecção. Além disso, os DNAs ribossomais são 

altamente conservados, podendo a sonda isolada em uma determinada espécie ser usada 

em quase todas as plantas. Existe muita controvérsia em relação ao uso dessas sondas 

ribossomais para a citotaxonomia. Em muitos casos tem sido observada extensa 

variabilidade dessas marcas, inclusive intraespecífica (Pedrosa-Harand et al. 2006) ou 

em grupos muito próximos (Ran et al. 2001), o que sugere que esses genes tenham um 

padrão de diversificação e evolução extremamente rápida. Em Clivia Lindl., por 

exemplo, observou-se que eventos de amplificação e desamplificação de sítios de DNAr 

45S ocorreram ao longo da evolução do gênero, sendo observados de dois a seis sítios 

por espécie (Ran et al. 2001). Porém, em outros casos, o número e a posição de sítios de 

DNAr foram extremamente úteis para caracterizar espécies, gêneros ou clados (Liu et 

al. 2003). 

Mais recentemente, novas análises têm aliado a informação do número e posição 

de sítios de DNAr a filogenias moleculares. Essa abordagem permite interpretar com 
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maior precisão as relações entre as espécies e identificar como se deu a evolução do 

DNAr nesse contexto. Vaio et al. (2005) investigaram a origem de alotetraploides do 

grupo Quadrifaria de Paspalum L. (Poaceae), que é formado por espécies nativas das 

regiões temperadas da América do Sul. Os autores observaram um sítio de DNAr 5S por 

conjunto monoplóide localizado sempre na região intersticial dos cromossomos. Por 

outro lado, a localização dos sítios de DNAr 45S variaram em número, mas 

principalmente quanto à posição, sendo encontradas espécies com sítios intersticiais e 

espécies com sítios terminais. Essa abordagem permitiu identificar que o alotetraploide 

P. quadrifarium Lam. apresentava sítios de DNAr 45S intersticiais em dois pares 

cromossômicos e terminais em outros dois, enquanto a forma diploide dessa espécie 

apresentava apenas sítios terminais. A única espécie desse grupo a apresentar sítios 

intersticiais foi o diplóide P. haumanii Parodi., o que sugeriu fortemente que esse seria 

um dos parentais do alopoliploide. Quando esses dados foram comparados com a 

filogenia molecular, se observou que P. quadrifarium 4x e P. haumanii 2x eram mais 

próximas entre si e que P. quadrifarium 2x estava posicionada em um outro clado, 

corroborando a hipótese sugerida com base na posição dos sítios de DNAr 45S (Vaio et 

al. 2005). 

 Mais recentemente, tem sido desenvolvida uma estratégia que refina ainda mais 

a análise citogenética, utilizando sondas clonadas em vetores BAC como sonda para a 

hibridização in situ, chamada BAC-FISH (Jenkins e Hasterok 2007). Os BACs são 

vetores que apresentam insertos de até 300 kb e são altamente estáveis, sendo poderosas 

ferramentas para a análise detalhada de genomas complexos (Monaco e Larin 1994). 

Em muitos casos, a BAC-FISH possibilitou o reconhecimento individual de todos os 

cromossomos de uma espécie, como em Phaseolus vulgaris L. (Fonsêca et al. 2011) e 

Sorghum bicolor (L.) Moench (Kim et al. 2004). Esses marcadores cromossomo-
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específicos podem ser mapeados em espécies ou gêneros próximos, o que permite 

explorar com mais detalhes a evolução cariotípica através da identificação de mudanças 

de sintenia (presença de dois ou mais loci gênicos no mesmo cromossomo) ou 

colinearidade (manutenção da ordem de loci marcadores). Mendes et al. (2011) com 

base no padrão de bandas CMA de Citrus medica L. e hibridação de 25 BACs de uma 

biblioteca genômica de Poncirus trifoliata L. (Raf) (Moraes et al. 2008; Silva et al. 

2011), uma espécie relacionada ao gênero Citrus, identificaram cada par de 

cromossomos e construíram um mapa citogenético comparativo para C. medica. Essa 

análise revelou um alto grau de conservação de sequência entre esses gêneros, 

permitindo a hibridação heteróloga de BACs, e o estabelecimento de homeologias 

cromossômicas. Nesse caso, foram observadas poucas mudanças na posição dos BACs 

e maior variabilidade nas bandas CMA. Uma importante variante da BAC-FISH foi 

desenvolvida para a análise de pintura cromossômica (Lysak et al. 2006). Essa variação 

consistiu no uso de BACs contíguos, ou seja, posicionados de forma adjacente, o que 

resultava num sinal de hibridização “pintando” um cromossomo, segmento ou braço 

cromossômico inteiro. Essa abordagem foi empregada na análise da evolução 

cariotípica da família Brassicaceae, onde foram observados múltiplos rearranjos 

envolvidos na redução a partir de um cariótipo ancestral n = 8 para n = 5 em 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., incluindo cariótipos intermediários com n = 6 e n = 7.  

 Uma limitação do uso da BAC-FISH em plantas é que poucas espécies (a 

maioria delas cultivadas e/ou modelo) apresentam bibliotecas de BACs disponíveis. Em 

outros casos, o fator limitante para a utilização dessas bibliotecas é o tamanho do 

genoma (valor 1C). Quanto maior o conteúdo de DNA nuclear, maior o número de 

clones necessário para uma cobertura satisfatória de todo o genoma. Por exemplo, em A. 

thaliana (1C = 157 Mb; Johnston et al. 2005) a análise de 9.000 clones levaram a uma 
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cobertura de 4,5× do genoma dessa espécie (Wang et al. 1996). Por outro lado, Allium 

cepa L. (1C = 15.000 Mb) uma biblioteca com 48.000 clones, apresentou uma cobertura 

do genoma de apenas 0,32× (Suzuki et al. 2001), o que significa uma baixa 

representatividade e consequentemente uma sub-representação desse genoma. 

2.1.1.4. Hibridização genômica in situ (GISH) 

Schwarzacher et al. (1989), analisando híbridos de Hordeum L. × Secale L. 

desenvolveram uma modificação da técnica de FISH em plantas, criando uma nova 

metodologia chamada GISH (do inglês Genomic In Situ Hibridization). Nesta, o DNA 

genômico total de uma espécie parental é hibridizado in situ nos cromossomos de um 

híbrido, o que permite discriminar a presença deste subgenoma no mesmo. Markova e 

Vyskot (2009), revisando esse tema, concluíram que a eficiência da técnica em 

discriminar genomas depende do nível de divergência filogenética entre os parentais 

(principalmente da fração repetitiva do genoma) e do tamanho do genoma dessas 

espécies, sendo mais eficiente naquelas com elevada quantidade de DNA (ver, por 

exemplo, Brasileiro-Vidal e Guerra 2002). Em espécies com genomas pequenos, a 

GISH tende a marcar somente a região heterocromática, como por exemplo, em A. 

thaliana (Markova e Vyskot 2009). Ali et al. (2004) propuseram uma variante 

metodológica para melhorar a eficiência da GISH em espécies com genomas pequenos, 

que consistia em aumentar muito a concentração de sonda no mix de hibridização e o 

tempo de incubação. Essas modificações da técnica permitiram investigar a relação 

entre os genomas de Cardaminopsis carpatica Mesicek (genoma TT), A. thaliana 

(genoma AA) e híbridos que apresentam diferentes combinações dos genomas destas 

espécies. 

Em um trabalho posterior, foi investigada com a GISH a proporção de genomas 

parentais em cultivares híbridos de Lolium L. × Festuca L. (Festulolium). Neste 
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trabalho a GISH permitiu não somente identificar nesses híbridos a contribuição de cada 

parental no cariótipo, senão também a taxa de cromossomos recombinantes (Kopecký et 

al. 2006). Essa distinção entre genomas parentais foi uma contribuição importante para 

o melhoramento, pois uma alta proporção de cromossomos de Lolium estava 

correlacionada a cultivares com mais produtividade, enquanto o predomínio de 

cromossomos oriundos de Festuca está relacionado a cultivares mais rústicos. Além dos 

híbridos de Festulolium, diferentes proporções de genomas parentais em híbridos 

artificiais foram demonstradas em várias plantas cultivadas como por exemplo em trigo 

(Brasileiro-Vidal et al. 2002) e cana-de-açucar (Piperidis et al. 2010). 

O uso da GISH tem sido demonstrado também em estudos de evolução em 

espécies de eudicotiledôneas com cromossomos menores. O gênero Dahlia Cav. 

(Asteraceae) compreende espécies nativas da América do Norte utilizadas como plantas 

ornamentais, que apresentam facilidade de cruzamentos interespecíficos, apresentam os 

números básicos x = 18, x = 17 e x = 16. Mediante a GISH foi analisado o 

comportamento meiótico dos distintos genomas em híbridos de Dahlia. Nessas análises 

foi observada a presença de univalentes, bivalentes e trivalentes na metáfase I, na qual 

os bivalentes estavam formados por cromossomos de genomas distintos e os trivalentes 

conformados por diferentes combinações de cromossomos de cada um dos parentais. O 

pareamento meiótico de cromossomos de genomas distintos na metáfase I sugere uma 

alta conservação nos cromossomos homeólogos. Além disso, esses resultados indicaram 

uma origem alotetraploide para as espécies de Dahlia com 2n = 32 e provavelmente 

também para as espécies com 2n = 34 e 36 (Gatt et al. 1999). 

Poucos trabalhos utilizaram a GISH na análise em híbridos naturais. Moraes e 

Guerra (2010) analisaram a relação entre o diploide Emilia sonchifolia L. (DC) (2n = 

10) e o tetraploide E. fosbergii Nicolson (2n = 20) (Asteraceae), as duas únicas espécies 
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do gênero que ocorrem no Brasil. Em E. fosbergii são observados duas séries de dez 

cromossomos, uma delas com cromossomos maiores e outra com cromossomos 

menores. O conjunto de cromossomos menores é semelhante ao cariótipo de E. 

sonchifolia, o que sugeriu que esta espécie poderia estar envolvida na origem do 

tetraploide E. fosbergii (Guerra e Nogueira 1990). Essa hipótese foi testada por GISH e 

revelou alta similaridade entre o genoma de E. sonchifolia e o menor conjunto 

cromossômico de E. fosbergii, sugerindo que esta espécie seja mesmo um alotetraploide 

(Moraes e Guerra 2010). 

 

2.2. Principais mudanças cariotípicas em plantas 

Um polimorfismo cromossômico é definido como uma variação cariotípica 

natural que pode ocorrer ao nível de espécie (intra-específica) ou em hierarquias 

taxonômicas mais elevadas, como tribos, gêneros, famílias, etc. Em geral, os 

polimorfismos cromossômicos se dividem em dois tipos principais, numéricos (quando 

há uma alteração no número cromossômico) e estruturais (quando ocorre perda, ganho 

ou rearranjo de segmentos sem alteração no número cromossômicos). A variabilidade 

cromossômica, ou cariotípica intra-específica pode ocorrer em: (1) diferentes 

células/tecidos do indivíduo, (2) diferentes fases do ciclo de vida de uma planta, 

podendo esta ser ou não ser geneticamente controlada ou (3) entre diferentes citótipos. 

Um exemplo do primeiro caso é observado na formação do endosperma, um tecido de 

nutrição do embrião formado pela fusão dos núcleos centrais polares do saco 

embrionário (2n) com um núcleo reprodutivo do grão (n), o que resulta num tecido 

triplóide e, portanto, com um conjunto cromossômico a mais que os demais tecidos da 

planta (Guerra et al. 1988). O segundo caso pode ser exemplificado pela alternância de 
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gerações entre as fases esporofíticas e gametofíticas das Angiospermas, que são 

diploides e haploides, respectivamente.  

Em relação à variação cariotípica numérica, a principal e que merece maior 

destaque entre as plantas é a poliploidia, que é a condição herdável de possuir mais de 

dois conjuntos cromossômicos. A julgar pela alta incidência em muitos grupos de 

plantas, a poliploidia teve uma função importante na evolução destas. A adição de 

conjuntos cromossômicos fornece material genético redundante que pode mutar 

originando novos genes. Assim, os poliploides com frequência apresentam maior 

diversidade bioquímica, sob a qual a seleção natural pode atuar. Como resultado, os 

poliploides tendem a ter uma distribuição geográfica mais ampla e hábitats mais 

extremos do que seus parentais diploides. A formação de um poliploide é 

frequentemente acompanhada por mudanças no seu genoma (Soltis e Soltis 1999) e às 

vezes pela perda da auto-incompatibilidade e sexualidade. A poliploidia é também o 

principal facilitador de um processo rápido de especiação, denominado especiação 

poliploide (revisado por Levin 2002). 

A poliploidia é de interesse fundamental para o melhoramento vegetal, tendo em 

vista que os poliploides tendem a ser mais vigorosos. Por isso, grande parte das plantas 

cultivadas são poliploides. Entre plantas silvestres, também existem vários exemplos de 

poliploides naturais com adaptabilidade igual ou superior à dos diploides. Libidibia 

ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (também conhecida como Caesalpinia ferrea Mart. 

ex Tul.) é uma leguminosa arbórea nativa do Brasil que apresenta populações diploides 

(2n = 24) e tetraploides (2n = 48) que ocupam áreas mais úmidas e secas da Mata 

Atlântica, respectivamente. Comparando a fenologia, morfologia e visitantes florais, 

sistema de cruzamento e sucesso reprodutivo em ambos citótipos observou-se que além 

da separação geográfica os distintos citótipos apresentam uma série de atributos florais 
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distintos, como o sistema de compatibilidade e a morfologia floral, distintas, o que 

sugere que os dois níveis de ploidia de L. ferrea poderiam ser considerados como taxa 

distintos (Borges et al. 2012, submetido). O citótipo tetraploide deve ter surgido bem 

recentemente, uma vez que em relação ao diploide não apresenta diferenças cariotípicas, 

possuindo uma exata duplicação dos cromossomos e dos sítios de DNAr 5S e 45S 

(Souza et al. 2008). 

Esse caso de L. ferrea trata de um exemplo de autopoliploidia, ou seja, cujas 

cópias extras do genoma são oriundas do próprio genoma da espécie. Embora 

antigamente a autopoliploidia fosse considerada como um evento raro, estudos 

genéticos têm demonstrado que a autopoliploidia é mais frequente do que 

tradicionalmente se pensava (Levin 2002; Soltis et al. 2004). O outro tipo de poliploidia 

é aquele formado pela união de dois genomas distintos, chamado alopoliploidia. Esta se 

relaciona com a hibridização interespecífica e a duplicação dos genomas para formar o 

alopoliploide e pode ocorrer antes ou mais provavelmente depois da formação do 

híbrido. Esse tipo de poliploidia é mais tolerável do que a autopoliploidia, pois em 

geral, garante uma meiose regular com formação de bivalentes e segregação normal. Por 

outro lado, os autopoliploides têndem a formar multivalentes complexos na meiose o 

que pode gerar segregação anormal e gametas desbalanceados. A diferença entre auto- e 

alopoliploide é também relativa ao grau de similaridade filogenética entre os genomas 

envolvidos no cruzamento, podendo haver condições intermediárias com genomas 

parcialmente similares (Soltis e Soltis 2009). 

Embora existam poucos casos de correlação direta entre polimorfismos 

cariotípicos e adaptação (Drosophila wistonii Sturtevant, 1916 - Pavan et al. 1950; 

Nucella lapillus Linnaeus, 1758 - Bantock e Cockayne 1975), sabe-se que mudanças no 

cariótipo podem levar ao isolamento de populações, através da interrupção do fluxo 
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gênico, e consequentemente influenciar no processo de especiação. Quando 

populações/grupos de indivíduos compartilham uma variante cariotípica esses são 

chamados citótipos. Em alguns casos, essas variantes cariotípicas ocorrem em baixa 

frequência e parecem surgir ao acaso, sem grandes implicações evolutivas para a 

espécie, como no caso do indivíduo com uma translocação recíproca de Nothoscordum 

arenarium Herter (Souza et al. 2009). Por outro lado, algumas espécies apresentam 

citótipos com diferenças ecológicas, biogeográficas, morfológicas etc., tão marcantes 

que sugerem um isolamento entre elas. É o caso de Libidibia ferrea na qual os citótipos 

diploide e tetraploide além das diferenças morfológicas apresentam distribuição 

geográfica alopátrica, com diploides em regiões mais úmidas e tetraploides em florestas 

mais secas do nordeste brasileiro (Borges et al. 2012, submetido). 

 

2.2.1. Translocações Robertsonianas (TR) 

 

Os rearranjos cromossômicos envolvendo fusão cêntrica de dois cromossomos 

acro- ou telocêntricos para formar um único cromossomo metacêntrico ou o contrário 

são genericamente chamados de fusão-fissão cêntrica ou translocações Robertsonianas 

(TR). Um aspecto interessante nos eventos de TR é que eles podem causar mudança no 

número cromossômico (disploidia) e portanto no pareamento meiótico e também por 

consequência na recombinação, podendo ainda levar ao isolamento reprodutivo de 

populações (Levin 2002). Em geral a evolução cariotípica de um grupo de espécies está 

relacionada às TRs, quando são observados nas mesmas números cromossômicos 

diferentes, mas conservação no número de braços cromossômicos ou número 

fundmental (NF) (Guerra 2008).  
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Slijepcevic et al. (1997) indicaram três tipos básicos de TR. O primeiro tipo 

envolve um encurtamento gradativo dos telômeros do braço curto de dois acrocêntricos 

envolvidos na translocação. Com essa perda dos telômeros, a extremidade dos braços 

curtos se torna instável, propiciando uma fusão cêntrica. O segundo tipo, envolve 

inicialmente uma quebra cromossômica na região centromérica de dois cromossomos 

acro- ou telocêntricos. Posteriormente haveria fusão cêntrica dos braços longos, 

resultando em um metacêntrico e um pequeno fragmento formado pela união dos dois 

braços curtos, o qual seria posteriormente perdido. O terceiro tipo é uma simples fusão 

cêntrica de dois cromossomos acro- ou telocêntricos, resultando em um metacêntrico 

dicêntrico e com DNA telomérico intercalar entre os dois centrômeros. Schubert e 

Lysak (2011), baseados nas mais recentes análises de pintura cromossômica, concluíram 

que o evento conhecido como “fusão cêntrica” é sempre resultado de uma translocação 

recíproca, sendo que fusões verdadeiras end-to-end são restritas a alguns poucos casos 

onde se observam cromossomos telocêntricos, sendo provavelmente o segundo modelo 

proposto por Slijepcevic et al. (1997) o mais frequente nas plantas analisadas (Schubert 

e Lysak, 2011). Zhang et al. (2001) estudaram em híbridos de trigo com centeio os 

mecanismos de quebras no centrômero envolvidas em TR. Para analisar a estrutura 

centromérica foi utilizada para hibridização in situ uma sonda centromérica específica 

de centeio (pAWRC1) e outra (pRCS1) comum a todas as gramíneas, incluindo o trigo. 

Nessas análises foram observados cromossomos resultantes de translocações entre os 

dois taxa. Nos cromossomos translocados foi observado que os centrômeros 

apresentavam diferentes pontos de quebras, desde centrômeros inteiramente de trigo, 

inteiramente de centeio ou uma situação intermediária com metade do centrômero de 

trigo e a outra metade de centeio. Os autores concluíram que as quebras centroméricas e 

fusões podem ocorrer em várias posições na constrição primária e a posição da quebra 
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parece não afetar a função do centrômero nem a segregação cromossômica durante as 

divisões celulares. 

Os eventos de TR parecem ser mais importantes em mamíferos, onde extensos 

rearranjos desse tipo têm sido frequentemente reportados e constituem um dos pilares 

centrais da evolução cariotípica desse grupo (Ferguson-Smith e Trifonov 2007). 

Diferentemente, em plantas apenas em uns poucos taxa a evolução cariotípica tem sido 

claramente relacionada a esse mecanismo. Jones (1998) revisou os principais grupos de 

plantas cuja evolução está associada a TR, destacando as famílias Alliaceae, 

Orchidaceae, Podorcapaceae, a tribo Tradescantieae (Commelinaceae) e os gêneros 

Crocus L. (Iridaceae) e Lycoris Herb. (Amaryllidaceae). Allium L. apresenta um caso 

particular, pois em geral, não é possível associar as diferenças de números básicos do 

gênero (x = 6, 7, 8 e 10) à TR. Cromossomos acrocêntricos são raros nesse gênero e 

quando eles aparecem, por exemplo em A. roseum L. x = 8 (7M + 1A), parecem estar 

mais relacionados a uma mudança na posição do centrômero (inversão pericêntrica) a 

partir de um cromossomo submetacêntrico. Uma das poucas exceções é o grupo de A. 

erdeii encontrados em Negev, Israel (Kollman 1970). Nesse grupo A. qasynense com 2n 

= 14M, A. erdeii 2n = 16 (12M + 4A) e A. negevense 2n = 20 (8M + 12A) apresentam 

uma relação Robertsoniana e sugerem uma série de fissões a partir de 2n = 14M. Allium 

zebadense com 2n = 18 (14M + 4A) também parece se tratar de um caso de múltiplas 

fissões a partir de 2n = 16M. Hongguan et al. (2005) realizaram uma análise 

comparativa entre Allium e Milula Prain., um pequeno gênero endêmico do Tibet 

(Ásia). Embora esses gêneros apresentem grandes diferenças morfológicas as análises 

filogenéticas posicionaram Milula próximo a A. cyathophorum. A análise cariotípica 

revelou 2n = 20 (4M + 2SM + 12A) em M. spicata e 2n = 16 (14M + 2SM) na maioria 

das espécies de Allium. Os autores argumentaram que na origem do gênero Milula deve 



44 
 

 
 

ter ocorrido uma rápida diversificação tanto cariotípica (provavelmente relacionada a 

translocações Robertsonianas) como morfológica (possivelmente relacionada a um 

habitat muito específico na cadeia montanhosa  do Himalaia). 

Poucos estudos investigaram a importância e dinâmica dos eventos de fissão 

cêntrica, que aparentemente são mais raros que os eventos de fusão (Guerra 2008). Hall 

e Parker (1995) observaram que um indivíduo mutante de Hypochaeris radicata (2n = 

8M) apresentava cromossomos acrocêntricos extras, provavelmente derivados de fissão 

cêntrica, o que gerou 2n = 6M + 2A (homozigoto) e 2n = 7M + 1A (heterozigoto). Esses 

cromossomos fissionados apresentavam sítios de DNAr 45S extras nas extremidades 

livres geradas pela quebra. Aparentemente a transferência do DNAr para os terminais 

cromossômicos teriam contribuído para a estabilização dessa região, desempenhando a 

função telomérica. Pich et al. (1996) investigando os terminais cromossômicos do 

gênero Allium observaram que os mesmos não apresentavam DNA telomérico e sugeriu 

que sequências repetitivas localizadas nessa região, incluindo um DNA satélite e o 

DNAr 45S, poderiam estabilizar os terminais cromossômicos e desempenhar a função 

telomérica. O ITS (do inglês Internal Transcribed Spacer) do DNAr 45S de Vicia faba 

L. apresentou unidades de repetição semelhantes ao DNA telomérico e quando esse 

DNA era usado como sonda hibridizava nos terminais cromossômicos, suportando uma 

associação entre telômeros e RONs (Maggini et al. 1991). Roa (2011) revisaram a 

distribuição dos sítios de DNAr 5S e 45S em plantas e observaram uma frequência 

maior do que a esperada ao acaso de sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos 

cromossomos acrocêntricos, corroborando a hipótese de correlação entre fissões 

cêntricas e aparecimento de novos sítios de DNAr 45S. 
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2.2.2. DNA telomérico 

 

Uma estratégia amplamente utilizada para estudar os eventos de fusões 

Robertsonianas é analisar por FISH a distribuição do DNA telomérico. Em tese, 

esperar-se-ia sítios intersticiais nos pontos de fusões cêntricas, resultados de fusões end-

to-end (Cox et al. 1993; Fuchs et al. 2005). A porção final do cromossomo eucarioto 

frequentemente, mas não sempre, é formada por microssatélites ricos em TnGn 

organizados em tandem e arranjados em muitas centenas ou milhares de repetições. 

Essa região é denominada telômero e, além de uma constituição de DNA característica, 

apresenta um conjunto de proteínas específicas e estrutura tridimensional em t-loop que 

estão relacionadas com sua função (revisado por McKnight e Shippen 2004). Os repeats 

teloméricos são predominantemente mantidos pela enzima telomerase, uma 

transcriptase reversa que adiciona esses repeats no final da fita 3‟, o que compensa o 

encurtamento dos telômeros a cada ciclo celular. Essa enzima contém um molde de 

sequência de RNA para o tipo de repeat a ser adicionado no terminal dos cromossomos 

(Weiss e Scherthan 2002). Acredita-se que os telômeros desempenhem as seguintes 

funções: 1) prevenir a fusão end-to-end dos cromossomos; 2) estabilizar o filamento de 

DNA e interação com proteínas telomero-associadas específicas de ligação com o 

envelope nuclear, atuando na disposição do cromossomo no núcleo interfásico; e 3) 

evitar o encurtamento da molécula linear de DNA causado pela replicação incompleta 

da extremidade 5´ feita pela DNA polimerase durante a fase S do ciclo celular (Price 

1999; Sýkorová et al. 2003a; McKnight e Shippen 2004). 

A sequência de DNA que forma os telômeros, denominada sequência telomérica 

ou DNA telomérico, é altamente conservada nos eucariotos, sendo conhecidas 

sequências teloméricas típicas para vertebrados, isolada de humanos (T2.A.G3)n insetos, 



46 
 

 
 

isolada de Bombyx mori (T2.A.G2)n, algas, isolada de Chlamydomonas reinhardtii 

(T4.A.G3)n, e de plantas, isolada de Arabidopsis thaliana (T3.A.G3)n (ver Adams et al. 

2001). Richards e Ausubel (1988) analisaram inicialmente o DNA telomérico de plantas 

construindo uma biblioteca genômica de Arabidopsis thaliana enriquecida em 

oligonucleotídeos (T4. G3)n, a única sequência telomérica descrita até então isolada do 

ciliado Tetrahymena. O sequênciamento de clones isolados revelou a presença de 

repeats (T3.A.G3)n dispostos em tandem. Para checar se essa sequência era o DNA 

telomérico, foi realizada uma digestão com exonuclease (uma enzima que degrada a 

porção terminal dos cromossomos) que revelou uma alta sensibilidade desses 

oligonucleotídeo à ação dessa enzima. Uma outra abordagem foi investigar por 

Southern blot um mutante telotrissômico de A. thaliana. Nesse caso, foi observada uma 

banda adicional na hibridização do mutante, correspondendo ao telômero do 

cromossomo telocêntrico extra. Por fim, a sequência (T3.A.G3)n foi hibridizada por 

Southern blot em outras plantas, que também apresentaram marcação positiva, e em 

milho (Zea mays), foi realizada digestão com exonuclease, que revelou que essa 

sequência também estava nos telômeros dessa espécie. 

Diversos trabalhos subsequentes demonstraram a ocorrência da sequência 

telomérica de Arabidopsis em outras plantas incluindo tomate (Ganal et al. 1991) e 

cevada (Röder et al. 1992).  Cox et al. (1993) através de PCR construíram uma sonda 

para hibridização in situ com a sequência telomérica (T3.A.G3)n, e investigaram a 

ocorrência desse DNA telomérico em 11 espécies de seis famílias de angiospermas, 

incluindo mono e eudicotiledôneas. Os autores observam marcação nos telômeros em 

todas as espécies analisadas, sugerindo que a sequência tipo-Arabidopsis seja comum a 

todas as angiospermas. Entretanto, outras análises começaram a trazer evidências de que 

a sequência consenso das plantas (T3.A.G3)n foi perdida em alguns clados.  
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Fuchs et al. (1995) investigaram a distribuição da sequência telomérica de 

Arabidopsis em 44 espécies de 14 famílias de plantas. Os autores mostraram a presença 

do DNA telomérico tipo Arabidopsis em todas as espécies analisadas, com exceção dos 

gêneros Allium, Nothoscordum e Tulbaghia, monocotiledôneas da família Alliaceae. 

Análises posteriores na família Alliaceae sugeriram que, ao menos em Allium, essa 

sequência poderia ter sido substituída pelo DNAr, sequências satélite (heterocromatina) 

ou elementos transponíveis nos terminais dos cromossomos, embora não existisse uma 

demonstração clara desse mecanismo (Pich et al. 1996). Adams et al. (2000) mostraram 

que Aloe (Asphodelaceae) também perdeu a sequência (T3.A.G3)n. Além desses gêneros 

também foi observada a perda da sequência telomérica de Arabidopsis em outras 16 

espécies de 12 famílias de Asparagales (Adams et al. 2001). Nesses casos foi observado 

que essas espécies que perderam a repetição telomérica tipo-Arabidopsis formavam um 

clado monofilético dentro da ordem Asparagales, sugerindo que essa perda do DNA 

telomérico teria ocorrido em um único evento há cerca de 80-90 milhões de anos 

durante a evolução dessa ordem (Adams et al. 2001). A primeira mudança telomérica 

ocorreu depois da divergência de Doryanthes (com telômero tipo-Arabidopsis) no 

ancestral de todas as espécies de Asparagales, com o surgimento da sequência 

telomérica de vertebrados (Sýkorová et al. 2006b). 

Surpreendentemente, Weiss e Scherthan (2002) demonstraram através de 

southern blot e hibridização in situ que a sequência telomérica que ocorre em Aloe é 

idêntica a dos vertebrados (T2.A.G3)n. Sýkorová et al. (2003) caracterizaram então o 

DNA telomérico de outras Asparagales, checando qual das sequência teloméricas 

conhecidas até então (Arabidopsis, humano, Bombyx, Chlamydomonas, Oxytricha, 

Tetrahymena e Ascaris) estava presente nessas espécies. Os autores observaram que a 

sequência telomérica típica da maioria das plantas (Arabidopsis) foi parcialmente ou 
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totalmente substituída pela sequência de vertebrados (T2.A.G3)n e que posteriormente as 

espécies de Allium perderam essa sequência alternativa, sendo o repeat telomérico desse 

gênero ainda desconhecido. Em muitos casos ocorrem concomitantemente no mesmo 

telômero diferentes variantes teloméricas como as de Arabidopsis, Bombyx (T2.A.G2)n e 

Tetrahymena (T4.G3)n, inclusive na FISH, que mostrou que essas sequências alternativas 

podem aparecer misturadas no mesmo telômero (Sýkorová et al. 2003). Trabalhos 

subsequentes revelaram um grupo muito maior de espécies de Asparagales com a 

sequência telomérica de vertebrados (Rotková et al. 2004; Sýkorová et al. 2006a). 

Sýkorová et al. (2006b) resumiu então que de maneira geral, na ordem Asparagales são 

encontrados três tipos de sequências teloméricas: (T3.A.G3)n (Arabidopsis), (T2.A.G3)n 

(vertebrados) e uma sequência desconhecida presente no gênero Allium.  

Buscando investigar melhor a variabilidade no repeat telomérico nas espécies de 

Asparagales, Weiss-Scheeweiss et al. (2004) analisaram minuciosamente o DNA 

telomérico em Othocallis siberica (Hyacinthaceae). Esse trabalho revelou através de 

Southern blot e FISH que essa espécie perdeu a sequência telomérica de Arabidopsis, 

que foi substituída pela sequência dos vertebrados. Além disso, a digestão com a 

exonuclease Bal31 revelou sensibilidade desse oligonucleotídeo, indício de que essa 

sequência correspondia aos telômeros. Adicionalmente foi investigada a atividade in 

vitro da enzima telomerase nessa espécie (Fitzgerald et al. 1996; 2001). Essa análise 

revelou que a telomerase de O. siberica sintetizava o DNA telomérico de vertebrados, o 

que indicou que possivelmente uma mutação no gene da telomerase tenha sido 

responsável pela mudança da sequência telomérica.   

Para investigar a causa dessa variabilidade em Asparagales, Sýkorová et al. 

(2006b) estudaram o gene da enzima telomerase, mais especificamente da subunidade 

TERT (telomerase reverse transcriptase), em representantes dessa ordem. 
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Alinhamentos múltiplos de sequências de Asparagales junto com a sequência TERT de 

outras espécies que possuíam telômeros tipo Arabidopsis, revelaram uma substituição 

de aminoácidos no TERT de Asparagales (terminal-N), o que pode estar relacionado 

com a síntese do repeat telomérico de vertebrados e consequentemente com a mudança 

na sequência telomérica. Além disso, mutações foram observadas no motivo C, que é de 

especial importância na unidade TERT. Uma outra possibilidade é uma mudança no 

molde de RNA usado como iniciador pela transcriptase reversa. A mudança na síntese 

do motivo telomérico de TTTAGGG para TTAGGG pode se dever à uma deleção 

dentro da região molde, que poderia ter sido gerada por uma mutação nos nucleotídeos 

adjacentes a região molde, que resultaria num template diferente. Entretanto, não há 

consenso sobre qual ou quais mutações no gene da telomerase levaram à substituição da 

sequência telomérica tipo Arabidopsis pela dos vertebrados em Asparagales. 

Além desse grupo de Asparagales, a perda do DNA telomérico tipo-Arabidopsis 

têm sido reportada em outros grupos de plantas. Sýkorová et al. (2003) usando slot blot 

e FISH analisando a sequência telomérica em espécies de Solanaceae  observaram que 

um clado formado pelos gêneros Cestrum, Sessea e Vestia não possuía o repeat 

telomérico (T3.A.G3)n típico da maioria das plantas. Por outro lado, também não foi 

observada a sequência de vertebrados, como em Asparagales. Esse dado é interessante, 

pois nessa família estão gêneros ou grupos cuja sequência telomérica tipo Arabidopsis 

já foi encontrada, como Nicotiana e Solanum. A ausência de DNA telomérico tipo 

(T3.A.G3)n nessas espécies é o primeiro registro de perda do repeat tipo Arabidopsis em 

eudicotiledôneas. 
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2.3. A família Alliaceae 

 

A família Alliaceae está inserida no clado das monocotiledôneas, na ordem 

Asparagales (APG II 2003). O grupo inclui plantas perenes ou anuais, herbáceas, 

geralmente tóxicas, com caule subterrâneo do tipo bulbo tunicado, simples (cebola) ou 

composto (alho). A família é amplamente distribuída sendo, porém, mais abundante em 

locais secos de regiões temperadas, subtropicais e tropicais. São descritas para Alliaceae 

três subfamílias: Allioideae Herbert, Gilliesioideae (Lindley) Arnott e Tulbaghioidea 

(Meisner) M. F. Fay & M. W. Chase (Fay e Chase 1996).  

 A subfamília Allioideae apresenta distribuição em regiões temperadas do 

hemisfério norte e zonas secas da Ásia central e do norte da África. Esta é a maior 

subfamília de Alliaceae, com dois gêneros e aproximadamente 690 espécies. A 

subfamília Gilliesioideae apresenta distribuição nas Américas, com maior diversidade 

na América do Sul, sendo composta por dez gêneros e cerca de 80 espécies. A 

subfamília Tulbaghioidea é a menor de Alliaceae, com distribuição restrita ao sudoeste 

da África. É formada por apenas dois gêneros e 23 espécies (APG II 2003; Vosa 2007).  

Existem divergências entre os autores no que se refere ao reconhecimento de 

Alliaceae. Utilizando sequências plastidiais (matK e rbcL), Tamura et al. (2004) 

propuseram uma filogenia para as monocotiledôneas e definiram Alliaceae como um 

grupo monofilético independente de Liliaceae. Nesse trabalho ficou evidente a estreita 

relação de Alliaceae e Amaryllidaceae, que aparecem como grupos irmãos. Trabalhos 

mais recentes sugerem que a família Alliaceae deveria ser inserida em Amaryllidaceae 

(APG III 2009). 

A subfamília Gilliesioidea está dividida em duas tribos, Gilliesieae e Ipheieae, 

que apresentam fortes diferenças morfológicas e biogeográficas, sendo que alguns 
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autores consideram que as Gilliesieae deveriam ser classificadas como uma família à 

parte (Ravenna, 2000). As espécies dessa tribo apresentam centro de diversidade no 

Chile, com sete gêneros (Gethyum, Gilliesia, Miersia, Solaria, Speea, Trichlora e 

Schickendantziella) e 17 espécies que se destacam por apresentar flores fortemente 

zigomorfas, em alguns casos mimetizando insetos, com coloração de verde a púrpura. 

Esse grupo se caracteriza ainda pela conação de peças florais e redução no número de 

tépalas e estames (Rudall et al. 2006; Escobar et al. 2010). Por outro lado, a tribo 

Ipheieae apresenta centro de diversidade do Uruguai, argentina e sul do Brasil com 

cinco gêneros (Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium) e ~ 

65 espécies que apresentam flores actinomorfas assim como a maioria das Alliaceae 

(Guaglianone 1972; Zoellner 1972; Crosa 2004). 

Fay et al. (2006) analisando sequências plastidiais e ITS do DNA ribossomal 

observaram uma relação filogenética complexa entre os gêneros da subfamília 

Gilliesioideae. Dentro da tribo Ipheieae os resultados mostraram Ipheion como um 

grupo parafilético, aparecendo em um clado como gênero irmão de Tristagma e em 

outro clado independente relacionado a Nothoscordum. O gênero Nothoscordum 

aparece na análise como um grupo monofilético dividido em dois clados que devem 

corresponder às seções Nothoscordum e Inodorum, na qual o gênero está dividido. Não 

se observa estreita relação morfológica entre Leucocoryne e Nothoscordum, embora 

dados citológicos indiquem o contrário. As duas espécies da tribo Gilliesieae, Gilliesiea 

graminifolia e Solaria artropurpurea, utilizadas como grupo externo formaram um 

clado que foi grupo irmão da tribo Ipheieae. 

Escobar et al. (2010) analisando sequências trnL-F, gene rbcL e a região nuclear 

ITS observaram que a tribo Gilliesieae é um grupo monofilético dividida em dois clados 

bem suportados. O primeiro clado foi formado por Gilliesia, Gethyum, Solaria e 
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Trichlora, sendo caracterizado por uma redução no número de estames, variação no 

número de tépalas (3–6), presença de estaminódios, alta complexidade nos apêndices 

florais e o número cromossômico 2n = 14. O outro clado foi formado por Miersia e 

Speea, que correspondem às espécies mais basais da tribo, caracterizadas por possuir 

seis estames, seis tépalas e ausência de estaminódios. Nesse clado, o número 

cromossômico observado foi 2n = 12, embora em algumas populações de Miersia 

chilense tenha sido observado 2n = 20. As espécies de Schickendantziella e Trichlora 

não foram incluídas nessas análises e pouco se conhece sobre seus relacionamentos 

filogenéticos ou citogenéticos. A baixa divergência de sequências ITS e plastidiais 

indica que a tribo é relativamente recente dentro da família, com uma alta 

especialização morfológica. 

A principal dificuldade na compreensão das relações sistemáticas do grupo está 

na dificuldade das delimitações taxonômicas, principalmente na tribo Ipheieae. Essa 

dificuldade é causada pela falta de caracteres diagnósticos das plantas, que apresentam 

morfologia extremamente simples e polimorfismos intraespecíficos, bem como pela 

ocorrência de caracteres morfológicos convergentes em grupos não-relacionados. Um 

exemplo disto é a presença de flores isoladas (plantas unifloras), caráter que agrupou 

artificialmente algumas espécies de Nothoscordum e Ipheion. A análise citogenética 

revelou que as espécies de Ipheion apresentam número, morfologia e tamanho 

cromossômico completamente distinto do observado nas espécies de Nothoscordum, 

indicando que os gêneros se tratam de grupos distintos (Crosa 1975b).  

 

2.3.1. Citogenética da família Alliaceae 

  

Na família são observados números cromossômicos que vão de 2n = 8 em 

Nothoscordum montevidense até 2n = 64 em A. rotundum. A família se caracteriza por 
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apresentar cromossomos grandes, com até 23 m (Guerra e Felix 2000), com cariótipo 

tipicamente variando de simétrico em Allioideae e Tulbaghioideae a assimétrico em 

Gilliesioideae, formado por cromossomos metacêntricos (M), submetacêntricos (SM) e 

acrocêntricos (A). A maior parte dos trabalhos citológicos está concentrada no gênero 

Allium, sendo A. cepa (2n = 16) um organismo modelo para a citologia.  

 O gênero Allium, o maior da família Alliaceae com 690 espécies, apresenta 

quatro números básicos, x = 6, 7, 8 e 10, sendo o x = 8, predominante do grupo. Os 

números cromossômicos descritos para o gênero variam de 2n = 12 em A. sativum a 2n 

= 64 em A. rotundum, ocorrendo variação no número de ploidia (diploide a octaploide). 

Além disso, cromossomos B são frequentemente descritos em espécies de Allium 

(Johnson e Özhatay 1996).  

A subfamília Tulbagioideae, formada apenas pelos gêneros Tulbaghia e 

Prototulbaghia, apresenta exclusivamente espécies diploides com 2n = 12, formados 

predominantemente por cromossomos metacêntricos ou submetacêntricos. Em algumas 

poucas espécies tem sido encontrados cromossomos B (Vosa 1975; 2000; 2007). Essas 

espécies apresentam uma ampla variabilidade na posição das constrições secundárias, o 

que permite reconhecer tipos cromossômicos e propor relações entre as espécies, sendo 

essa a principal evidência citotaxonômica desse gênero (Vosa 2000). Várias dessas 

espécies apresentam uma grande quantidade de heterocromatina, distribuída 

preferencialmente na região proximal e/ou distal. Essas bandas heterocromáticas das 

espécies de Tulbaghia em geral são sensíveis ao frio e coram positivamente com os 

fluorocromos base-específicos para regiões ricas em GC (Vosa 2000). 
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2.3.2. Citogenética da subfamília Gilliesioideae 

 

As espécies da subfamília Gilliesioideae com números cromossômicos 

reportados na literatura são apresentados na Tabela 1. Dentro da tribo Ipheieae, 

Nothoscordum apresenta dois números básicos, x = 4 (4M) e x = 5 (3M+2A). São 

conhecidas espécies diploides com 2n = 8 ou 2n = 10, tetraploides com 2n = 16, 18, 19 

e 20, hexaploides com 2n = 24 e 26 e uma octaploide com 2n = 32 (Crosa et al. 1972). 

O gênero apresenta uma evolução claramente relacionada à poliploidia e às 

translocações Robertsonianas (Jones 1978). Especula-se que o número básico x = 4 de 

Nothoscordum poderia ter originado o x = 8 de Allium (Jones 1978). Crosa (1988) 

descreveu um cariótipo básico x = 5 (3M + 2A) para Leucocoryne, similar ao x = 5 de 

Nothoscordum, diferindo apenas na morfologia de um dos pares de cromossomos 

acrocêntricos. Foram observadas em Leucocoryne espécies diploides com 2n = 10 

(6M+4A) e tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A).  

Em Tristagma foi observado o número básico x = 4 (3M+1A), com espécies 

diploides 2n = 8 (6M+2A) e poliploides, 2n = 4x = 16 (12M + 4A) e 2n = 6x = 24 (18M 

+ 6A) (Crosa 1981). Cada uma das três espécies que formam o gênero Ipheion apresenta 

um cariótipo único, sendo 2n = 12 (2SM + 10A) em I. uniflorum, 2n = 20 (20A) em I. 

recurvifolium e 2n = 14 (14A) em I. tweedieanum (Crosa 1975b). O gênero 

Zoellnerallium, descrito mais recentemente (Crosa 1975a), é formado por apenas duas 

espécies, Z. andinum e Z. serenense, sendo que ambas apresentam 2n = 24 (10M + 4A) 

(Crosa 1975; 2004).  

Apenas algumas poucas espécies da tribo Gilliesieae foram cariotipicamente 

analisadas, todas com coloração convencional. Goldblatt (1976) reportou o número 
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cromossômico 2n = 20 (2M + 18A) para Miersia chilensis e 2n = 14 (4M + 6A) para 

Gethyum artropurpureum. O autor argumentou que a comparação entre esses cariótipos 

demonstrou claramente uma relação Robertsoniana, com múltiplas fissões ou fusões 

cêntricas. A direção das mudanças nesses representantes da tribo Gilliesieae 

provavelmente seria por fusões e redução do número cromossômico em Gethyum, 

claramente mais especializado do que Miersia. 

Com exceção dos numerosos trabalhos com o gênero Allium, poucas análises 

citogenéticas detalhadas foram realizadas em Alliaceae, sendo a citogenética da 

subfamília Gilliesioideae ainda menos conhecida. A exceção dentre as espécies de 

Gilliesioideae é o gênero Nothoscordum, que já teve algumas espécies analisadas com 

diferentes metodologias. Nesse sentido, destacam-se as análises de heterocromatina com 

Nothoscordum gracile, evidenciada por bandeamento C (Canelada e Fernandez 1985) e 

fluorocromos (Sato et al. 1982; Sato e Yoshioka 1984) e a análise com CMA/DAPI e 

localização dos sítios de DNAr 5S e 45S em N. pulchellum e N. arenarium (Guerra e 

Felix 2000; Souza et al. 2009). A única espécie de Nothoscordum que teve o DNA 

telomérico (TTAGGG)n localizado, N. striatum (2n = 18), apresentou marcação 

exclusivamente nos terminais cromossômicos (Sýkorová et al. 2006). Recentemente 

uma dissertação de mestrado analisou cariotipicamente as espécies da secção Inodorum 

do gênero Nothoscordum (Souza et al. 2008). Esse estudo foi concentrado na análise de 

N. gracile, a única espécie invasora do gênero e que apresenta um cariótipo incomum 

(2n = 19, 13M + 6A). Para tentar entender a origem do cariótipo dessa espécie foram 

analisadas diferentes espécies afins da secção Inodorum, empregando a técnica de 

coloração com fluorocromos (CMA/DAPI) e FISH (DNAr 5S e 45S). As espécies 

apresentaram uma baixa quantidade de heterocromatina CMA
+
, distribuída no braço 

curto de todos os acrocêntricos e em uma ou duas bandas intersticiais de alguns destes 
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cromossomos. Entre os diplóides, N. nudicaule foi caracterizado pela ausência de 

bandas CMA
+
 intersticiais enquanto N. macrostemon e N. gracile apresentavam bandas 

intersticiais em ambos os pares de acrocêntricos. Com base nesses padrões o 

heteromorfismo de bandas CMA
+
 encontrado em N. gracile sugere que essas poderiam 

ter se originado por alopoliploidia, possivelmente derivadas do cruzamento de N. 

macrostemon e N. nudicaule. Os autores concluíram que translocações robertsonianas e 

poliploidia, com formação de híbridos alopoliplóides, são os principais mecanismos 

envolvidos na evolução cariotípica das espécies da secção Inodorum. 

Tabela 1 – Números cromossômicos (2n) e fórmulas cariotípicas de espécies da 

subfamília Gillisioideae (Alliaceae). 

Taxon 2n Fórmula 

cariotípica 

NF Fonte 

 Tribo Ipheieae     

     

   Ipheion Raf     

       I. recurvifolium (Wright) Traub 20 4SM + 16A 24 Crosa (1975); Souza et al. 

(2010) 

       I. tweedieanum (Baker) Traub 14 14A 14 Crosa (2002); Souza et al. 

(2010) 

       I. uniflorum (Lindl) Raf 12 2SM + 10A 14 Crosa (1975); Souza et al. 

(2010) 

     

   Nothoscordum Kunth     

      N. arenarium Heter 10 6M + 4A 8 Souza et al. (2009) 

      N. andicolum Kunth 18 14M + 4A 16 Nuñez et al. (1972) 

      N. bivalve Britton 18 14M + 4A 16 Nuñez et al. (1972) 

      N. bonariense Beauverd 26 22M + 4A 24 Nuñez et al. (1972) 

      N. felipponei Beauverd 10 6M + 4A 8 Crosa (1975) ; Souza et al. 

(2010) 

      N. gaudichaudianum Kunth 16 16ª 16 Nuñez et al. (1972) 

      N. gracile (Aiton) Stearn 18 14M + 4A 16 Nuñez et al. (1974) 

 19 13M + 6A 16 Nuñez et al. (1974) 

 20 12M + 8A 16 Nuñez et al. (1974) 

      N. hirtellum (Kunth) Herter 10 6M + 4A 8 Crosa (1975) ; Souza et al. 
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(2010) 

      N. izaguirreae Crosa 24 24M 24 Crosa (2006) 

      N. macrostemon Kunth 10 6M + 4A 8 Crosa (1996) 

 18 14M + 4A 16 Crosa (1996) 

 19 13M + 6A 16 Crosa (1996) 

      N. marchesii Crosa 10 6M + 4A 8 Crosa (2005) 

      N. montevidense Beauverd 16 16M 16 Nuñez et al. (1972) 

      N. nudicaule (Lehm) Guagl   10 6M + 4A 8 Crosa (1996) 

 18 14M + 4A 16 Crosa (1996) 

 19 13M + 6A 16 Crosa (1996) 

      N. nudum Beauverd 10 6M + 4A 8 Nuñez et al. (1972)  

      N. puchellum Kunh 10 6M + 4A 8 Guerra & Felix (2000)  

      N. vittatum (Griseb.) Ravenna  10 6M + 4A 8 Crosa (1975)  

     

   Leucocoryne Lindl     

      L. alliacea Lindl 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. angustipetala Gay 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. conferta Zoellner 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. coquimbensis F. Phil 10 6M + 4A 8 Arenada et al. (2004) 

      L. ixioides Lindl 18 14M + 4A 16 Crosa (1988) 

      L. narcissoides Phil 18 14M + 4A 16 Arenada et al. (2004) 

      L. odorata Lindl 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. pauciflora Phil 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. purpurea Gay 10 6M + 4A 8 Crosa (1988) 

      L. violascecens Phil 18 14M + 4A 16 Crosa (1988) 

     

   Tristagma Poepp     

      T. berteri Traub 8 6M + 2A 7   Crosa (1981) 

      T. bivalve (Lindl) Traub 8 6M + 2A 7   Crosa (1981) 

      T. nivale Poepp 16 12M + 4A 14   Crosa (1981) 

      T. patagonicum (Baker) Traub 8 6M + 2A 7   Crosa (1981) 

      Tristagma sp. 24 18M + 6A 21   Crosa (1981) 

     

   Zoellnerallium Crosa     

      Z. andinum (Peopp) Crosa   24 8M + 16A 16 Crosa (1975) 

      Z. serenense (Ravenna) Crosa 24 8M + 16A 16 Crosa (2004) 

     

 Tribo Gilliesieae Lindl     

     

   Gethyum Phil     
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      G. atropurpureum Phil 14 4M + 4SM + 6A 11 Goldblatt (1976) 

     

   Gilliesia Lindl     

      G. graminea  Lindl 14 4M + 4SM + 6A 11 Escobar et al. (em preparação) 

      G. montana Poepp & Endl   14 4M + 4SM + 6A 11 Escobar et al. (em preparação) 

   Miersia Lindl     

      M. chilensis Lindl 12 8M + 2SM + 2A 11 Escobar et al. (em preparação) 

 20 2SM + 18A 11 Cave e Bradley (1943) 

 21 1SM + 19A 11 Cave e Bradley (1943) 

   Solaria Phil     

      S. miersioides Phil 14 4M + 4SM + 6A 11 Escobar et al. (em preparação) 

     

   Speea Loes     

      S. humilis Loes 12 8M + 2SM + 2A 11 Escobar et al. (em preparação) 
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Abstract Ipheion Rafinesque is a small genus formed by I. uniflorum (2n = 12, 2SM + 

10A), I. tweedieanum (2n = 14A), and I. recurvifolium (2n = 20, 4SM + 16A). Three 

species of Nothoscordum, N. felipponei, N. hirtellum, and N. vittatum (2n = 10, 6M + 

4A), were also later transferred to Ipheion based on the common presence of unifloral 

inflorescence. Karyotype analysis of the five former species was performed in this 

work, aiming to evaluate the circumscription of the genus. This analysis was based on 

chromosome size and morphology, asymmetry index, staining with chromomycin A3 

(CMA) and 4‟,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and in situ hybridization with 5S 

and 45S rDNA probes. Tetraploid populations of I. uniflorum, probably autopolyploids 

of recent origin, with karyotype similar to the diploids, are described herein for the first 

time. Grouping analyses of the several sets of characters analyzed show the former three 

Ipheion species clearly separated from the Nothoscordum ones, which were more 

proximally related to other Nothoscordum species. Chromosome size, asymmetry 

indices, and number and position of 5S and 45S rDNA sites were the most important 

karyotype characters to define the genus Ipheion. These data indicate that the unifloral 

species of Nothoscordum belong to Nothoscordum and not to Ipheion, and the 

„„unifloral inflorescence‟‟ should be a homoplasy common to both genera. 

 

Keywords Chromosomes •  rDNA sites • CMA
+
 bands • Ipheion • Nothoscordum • 

Tribe Ipheieae 

 

 

 

 

 

 

 



77 
 

 
 

Introduction 

Ipheion Rafinesque is a small genus of the tribe Ipheieae (Gilliesioideae-Alliaceae) 

whose distribution is restricted to Argentina, Uruguay, and southern Brazil (Crosa and 

Marchesi 2002). The tribe Ipheieae also includes the genera Leucocoryne Lindl., 

Nothoscordum Kunth, Tristagma Poeppig (Fay and Chase 1996), and Zoellnerallium 

Crosa, with which Ipheion has a close relationship and shares many morphological 

characteristics (Guaglianone 1972; Crosa 1975; Crosa and Marchesi 2002). However, 

the circumscription of Ipheion is controversial.  

The species traditionally included in Ipheion [I. uniflorum (Raf.) Traub., I. 

tweedieanum (Griseb.) Traub., and I. recurvifolium (Wright) Traub.], as well as some 

others from Nothoscordum, have unifloral inflorescences (Guaglianone 1972). Based on 

the similarities in the form of the scapes and the unifloral inflorescences, Guaglianone 

(1972) transferred N. hirtellum (Kunth) Traub and N. vittatum (Griseb.) Ravenna to 

Ipheion, creating the section Hirtellum Guagl., and included a new unifloral species, I. 

dialystemon Guagl., later considered a synonym for Nothoscordum felipponei Beauverd 

(Crosa 1975). However, karyological (chromosome number and morphology) and 

morphological (histology of the testa and morphology of the flowers, bracts, and seeds) 

data strongly indicated that the species of the section Hirtellum should return to 

Nothoscordum, as the character „„unifloral inflorescence‟‟ seems to represent a 

homoplasy common to both genera (Crosa 1975). Fay et al. (2006), based on the plastid 

sequences intron trnL, intron rpsl6, intergenic spacer trnL-F and rbcL, as well as the 

internal transcribed spacer (ITS) of the nuclear ribosomal DNA, proposed that Ipheion 

is paraphyletic, with I. uniflorum and I. sessile (Phil.) Traub (=I. recurvifolium) being a 

sister group of Tristagma, while I. dialystemon and I. hirtellum (Guaglianone 1972) 

were included into the Nothoscordum clade. 
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Karyologically, the unifloral species of Nothoscordum are distinct from those of 

Ipheion. All unifloral species of Nothoscordum have karyotype 2n = 10 (6M + 4A), 

with the exception of N. izaguirreae, with 2n = 24 (24M) (Crosa 1975, 2006), and all of 

them have large chromosomes (up to 20 m). In contrast, the karyotypes observed in 

the species of Ipheion are formed by smaller chromosomes (up to 8.5 m) which are 

predominantly acrocentric (Crosa 1975). The chromosome numbers and karyotype 

formulae previously described for species of Ipheion are: 2n = 12 (2SM + 10A) for I. 

uniflorum, 2n = 20 (4SM + 16A) for I. recurvifolium, and 2n = 14 (14A) for I. 

tweedieanum (Crosa 1975; Crosa and Marchesi 2002;Meric and Dane 2005). 

Phylogenetic analyses of closely related genera of the tribe Ipheieae, based on 

ITS and rbcL gene sequences, suggest that Tristagma is the sister group of Ipheion (Fay 

and Chase 1996). Actually, the genus Tristagma shares with the species Ipheion 

uniflorum and I. tweedieanum the same fundamental number (number of major 

chromosome arms in a diploid cell), FN = 14 or exact multiples of 14, but there are 

significant differences in their karyotype formulae, and chromosome numbers and sizes 

between the karyotypes of the two genera (Crosa 1975, 1981; Crosa and Marchesi 

2002). 

In the present study, detailed karyotype analysis was performed on five of the 

six species of the genus Ipheion, as recognized by Guaglianone (1972), aiming to 

evaluate the circumscription of the genus. The analysis was based on chromosome size 

and morphology, heterochromatin patterns revealed by the fluorochromes chromomycin 

A3 (CMA) and 4‟,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and distribution of 5S and 45S 

rDNA sites detected by fluorescent in situ hybridization (FISH). The results were 

compared with the available data for other Nothoscordum species. 
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Materials and methods 

Plant material 

Samples of Ipheion uniflorum, I. tweedieanum, and I. recurvifolium and two species 

included by Guaglianone (1972) into Ipheion, I. dialystemon and I. hirtellum, were 

analyzed. The two latter species will be here treated as N. felipponei and N. hirtellum, 

respectively. The collection sites and the number of individuals examined are presented 

in Table 1. The vouchers were deposited in the herbarium of the Facultad de 

Agronomía, Universidad de la República, Montevideo, Uruguay (MUFA). 

 

Chromosome banding 

Root tips obtained from bulbs were pretreated with 0.05% colchicine during 24 h 

at 12 °C, fixed in ethanol:acetic acid (3:1, v/v) for 2–24 h at room temperature, and 

stored at 20 °C. Afterwards, fixed root tips were washed in distilled water and digested 

in a 2% (w/v) celullase (Onozuka)–20% (v/v) pectinase (Sigma) solution at 37 °C for 90 

min. The meristem was macerated in a drop of 45% acetic acid, and the coverslip 

removed in 

liquid nitrogen.  

The C-banding technique was based on Schwarzacher et al. (1980). After 2 days 

aging, the preparations were hydrolyzed in 45% acetic acid for 10 min at 60 °C, 

denatured in a saturated solution of barium hydroxide for 10 min at room temperature, 

renatured in 2×SSC for 80 min at 60 °C, and stained with 2% Giemsa for 30 s. For 

CMA/DAPI double staining, the slides were aged for 3 days, stained with 10 l 0.1 

mg/ml CMA for 30 min, and restained with 10 l 2 g/ml DAPI for 60 min (Barros e 

Silva and Guerra 2010). The slides were mounted in glycerol:McIlvaine buffer pH 7.0 

(1:1) and aged for 3 days before analysis using an epifluorescence Leica DMLB 
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microscope. Images were captured using a Cohu charge coupled device (CCD) video 

camera using Leica QFISH software and later edited using Adobe Photoshop CS3 

version 10.0. 

 

Fluorescent in situ hybridization (FISH) 

To localize the rDNA sites, a 500-bp 5S rDNA clone (D2) of Lotus japonicus, 

labeled with Cy3-dUTP (Amersham), and a 6.5-kb 18S-5.8S-25S clone (R2) of 

Arabidopsis thaliana, labeled with digoxigenin-11-dUTP, were used as probes (Pedrosa 

et al. 2002). Both labelings were done by nick translation. The 45S rDNA probe was 

detected with sheep anti-digoxigenin fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate 

(Roche) and amplified with rabbit anti-sheep FITC conjugate (Dako). FISH was 

performed as described by Pedrosa et al. (2002) with small modifications. The 

hybridization mix contained formamide 50% (v/v), dextran sulfate 10% (w/v), 29 SSC, 

and 5 ng/ll of each probe. The slides were denaturated at 75 °C for 3 min, and the final 

stringency of hybridization was ca. 76%. Images of the best cells were captured as 

described before. 

 

Chromosome measures and cluster analysis 

For each species, 5–7 metaphases with clear chromosome morphology were 

measured using software Adobe Photoshop CS3 version 10.0. Chromosome arm ratio 

(AR = length of the long arm/length of the short arm) was used to classify chromosomes 

as metacentric (AR = 1–1.4), submetacentric (AR = 1.5–2.9), or acrocentric (AR ≥ 3.0), 

according to Guerra (1986). Mean lengths of the whole chromosome complement, 

shortest and longest chromosome of the complement, and chromosome pairs bearing 

CMA bands and rDNA sites were compared. The karyotype symmetry was calculated 
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according to the formula proposed by Romero Zarco (1986), to estimate the 

intrachromosomal asymmetry [A1 = 1  (b/B)/n; b = average length for short arms in 

every chromosome pair, B = average length for long arms in every chromosome pair, n 

= chromosome number] and the interchromosomal asymmetry (A2 = S/X; S = standard 

deviation, X = mean chromosome length). 

A phenetic analysis was performed based on the following characters: (a) 

chromosome number, (b) fundamental number, (c) karyotype asymmetry indices A1 and 

A2, (d) average chromosome size, (e) percentage of acrocentric chromosomes in the 

karyotype, (f) number of 5S rDNA sites in the proximal, interstitial, and terminal 

position, (g) number of 45S rDNA sites on metacentric chromosomes, (h) number of 

45S rDNA sites on the short arms of acrocentric chromosomes, and (i) number and 

position of CMA
+
 bands (except the bands colocalized with 45S rDNA sites). Allium 

cepa was used to compare the grouping of Ipheion and Nothoscordum species in 

relation to another species of the family that has already been investigated for the same 

set of cytological parameters. Karyotype parameters of Allium cepa were based on Do et 

al. (2001) for the cultivar „„Cheonjudaego.‟‟ CMA banding for A. cepa was based on 

Kim et al. (2002) and on our own results using a commercial onion (unpublished 

results). For N. arenarium and N. pulchellum, the data were based on Souza et al. 

(2009) and Guerra and Felix (2000), respectively. The data were analyzed using Multi-

Variate Statistical Package-MVSP version 3.13p (http://www.kovcomp.com/). 

Clustering was performed using the unweighted pair-group method (UPGMA). 
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Results 

The three Ipheion species displayed karyotypes formed by submetacentric and 

acrocentric chromosomes, whose sizes varied from 5.5 to 12.1 m. The chromosome 

numbers were identical to those previously reported: 2n = 12 for I. uniflorum, 2n = 14 

for I. tweedieanum, and 2n = 20 for I. recurvifolium. However, most populations of I. 

uniflorum analyzed were tetraploid with 2n = 24, whereas all other samples previously 

counted were diploid. C-banding analysis of I. uniflorum revealed heterochromatin on 

the short arms of all acrocentric chromosomes, and on the proximal region of the 

submetacentric pair (Fig. 1a). Double staining with CMA and DAPI fluorochromes 

reveled CMA
+
 bands in the same position as the C-banding technique (Fig. 1b). 

Because CMA/DAPI staining produces results very similar to C-banding and has the 

advantage of being a more simple and rapid technique, for the remaining species only 

this technique was performed. 

The diploid sample of I. uniflorum (2n = 12, 2SM + 10A) had chromosome sizes 

varying from 7.1 to 10.0 m and a haploid chromosome complement length of 52.5 lm. 

The arm ratio (AR) for the submetacentric pair was 1.5, whereas for the acrocentric 

pairs it varied from 6.2 to 8.5. The 45S rDNA sites were colocalized with the CMA
+
 

bands of the short arms of the acrocentric chromosomes, while the 5S rDNA sites were 

located in the interstitial region of a pair of acrocentric chromosomes (Fig. 1c). The 

tetraploid samples of I. uniflorum had 2n = 24 (4SM + 20A) and an exact duplication of 

the number of CMA
+
 bands and rDNA sites in relation to the diploid form (Fig. 1d). 

The length of the haploid chromosome complement was 97.7 m, which was only 

slightly smaller than that expected based on the diploid cytotype. Arm ratios and 

chromosome sizes were also only slightly different from those of the diploid cytotype 
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(Fig. 3a, b). After FISH, the proximal bands of the submetacentric chromosomes of both 

cytotypes were observed as DAPI
+
 bands (Fig. 1d). 

Ipheion tweedieanum had 2n = 14 (14A), with similarly sized short arms of the 

acrocentric chromosomes (ca. 1 m), and gradual size variation in the long arms (4.5– 

9.4 m). The total chromosome complement length was 59.6 m. CMA
+
 bands were 

observed on the short arms of all acrocentric chromosomes and were always co-

localized with 45S rDNA sites (Fig. 1f, g). During interphase, all the CMA
+
 bands of 

the acrocentric chromosomes were associated with the nucleolus (Fig. 1e), suggesting  

that they were active nucleolar organizing regions (NORs). At prophase, the CMA 

bands were often oriented towards a single large area, corresponding to the nucleolus 

(Fig. 1e). Sometimes, fine secondary constrictions were observed at the end of these 

bands. The only 5S rDNA site observed was localized in the interstitial region of the 

long arm of the smallest chromosome pair (Figs. 1g, 3c). 

Ipheion recurviflorum had 2n = 20 (4SM + 16A), with FN = 24 (considering 

only chromosome arms clearly larger than the short arms containing rDNA sites), and a 

chromosome complement length of 89.5 m, with chromosome sizes varying from 5.8 

to 12.1 m. Two chromosome pairs were conspicuously smaller than the others, one 

being submetacentric (pair IX) and the other acrocentric (pair X) (Fig. 3d). CMA
+
 bands 

were observed only on the short arms of the acrocentric pairs IV and V (Fig. 1h), being 

colocalized with 45S rDNA sites. The 5S rDNA sites were localized on the proximal 

regions of two acrocentric pairs (Fig. 1i). 

Nothoscordum felipponei and N. hirtellum showed 2n = 10 (6M + 4A), haploid 

chromosome length of 60.7 and 71.2 m, respectively, and individual chromosome 

sizes varying between 9.2 and 15.3 m and between 9.9 and 17.4 m, respectively. The 

heterochromatin was CMA
+
/DAPI

 
and co-localized with 45S rDNA sites, although 
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some CMA
+
 bands were very small and not always visible (Fig. 2a–b). Small 45S 

rDNA sites were found on the telomeric region of most arms of the metacentric 

chromosomes, mainly in N. hirtellum. 

Nothoscordum felipponei had 45S rDNA sites on the long arms of two pairs of 

metacentric chromosomes (pairs I and II) and on the chromosome termini of two 

acrocentric pairs (Fig. 2b). The 5S rDNA sites were located in the proximal and 

terminal region of the short arm of pair I, and in the proximal region of both the short 

and the long arms of pair III (Fig. 2b). Nothoscordum hirtellum had 45S rDNA sites on 

the terminal regions of the long and short arms of pairs I and II, on the terminal region 

of the short arm of pair III, and probably on the short arms of the two pairs of 

acrocentric chromosomes (pairs IV and V). On the other hand, 5S rDNA sites were 

located only in the proximal region of pair II (Figs. 2c, 3e, f). 

Cluster analysis using the indicated karyotype features as variables separated the 

Ipheion and Nothoscordum species into two groups (Fig. 4), whereas A. cepa was 

separated to another cluster. Nothoscordum hirtellum and N. felipponei were grouped 

together with the other two species of Nothoscordum for which similar karyotype 

parameters are known (Guerra and Felix 2000; Souza et al. 2009). Within the clade of 

Ipheion species, I. uniflorum 2x and 4x showed reduced percentage similarity because 

the haploid chromosome number and the fundamental number were used to calculate 

the distance between these samples. 
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Discussion 

The karyotype formulae, chromosome numbers, and chromosome sizes of the species of 

Ipheion and Nothoscordum examined here were similar to those described earlier (Crosa 

1975; Crosa and Marchesi 2002; Meric and Dane 2005), while the analysis of 

heterochromatic bands, asymmetry index, and rDNA sites furnished new information 

about the karyotypes of these species. The tetraploid samples of I. uniflorum, with 2n = 

24, described here for the first time, showed an almost exact duplication of chromosome 

morphology, CMA
+
 bands, and rDNA sites, in relation to the diploid cytotype, probably 

representing an autopolyploidy of recent origin. Recent autopolyploids frequently 

conserve most karyotype features, such as the chromosome morphology, 

heterochromatic bands, DNA amount, and number and position of rDNA sites, while 

older polyploids tend to lose some of these sequences and become less similar to their 

diploid relatives (Weiss and Maluszynska 2000; Bennett and Leitch 2005; Kovarik et al. 

2008). 

The distribution of the 45S rDNA sites, restricted to the short arms of the 

acrocentric chromosomes, is a common characteristic of the three species traditionally 

included in Ipheion. The two other species analyzed here, N. felipponei and N. 

hirtellum, had 45S rDNA sites on most chromosome termini of the acrocentrics and on 

terminal region of some metacentric chromosomes. The meaning of the diffusion of 45S 

rRNA genes throughout all or almost all acrocentric chromosomes, observed in I. 

uniflorum and I. tweedieanum, is unknown, but it has also been found in some other 

genera with similar karyotype, as for example, Zamia and Alstroemeria (Tagashira and 

Kondo 2001; Baeza et al. 2007). In another species of the tribe Ipheieae, Zoellnerallium 

andinum (2n = 24, 8M + 16A), the short arms of all acrocentric chromosomes reacted 

positively with silver nitrate and hybridized with the 45S rDNA probe (unpublished 
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data). The localization of nucleolar organizer regions (NORs) on the short arms of the 

acrocentric chromosomes, identified either by silver nitrate impregnation or by FISH 

with 45S rDNA probe, was also observed in the three other species of Nothoscordum 

analyzed previously (Sato et al. 1979; Guerra and Felix 2000; Souza et al. 2009). 

Within the genus Ipheion there is great karyotypic similarity between I. 

uniflorum and I. tweedieanum, as they share the same fundamental number (FN = 14), 

similar chromosome morphology, and high number of 45S rDNA sites. The haploid 

karyotype formulae of I. uniflorum (1SM + 5A) and I. tweedieanum (7A) suggest that 

the submetacentric chromosome of I. uniflorum corresponds to two acrocentric 

chromosomes of I. tweedieanum. Therefore, Robertsonian translocation may have 

played an important role in the karyotype evolution of Ipheion, as has been suggested 

for Nothoscordum (Crosa 1972; Jones 1998; Guerra 2008). 

Among the three Ipheion species, I. recurvifolium, is the only one that does not 

show a clear relationship with the fundamental number, diploid numbers, or karyotype 

formulae observed in the others. Its relatively high chromosome number and duplicate 

number of 5S rDNA sites suggest that it is tetraploid (Crosa 1975; Crosa 2004). In this 

case, different types of chromosomal rearrangements should have contributed to 

modifying the karyotype of this species after the polyploidization event, as observed in 

other polyploid genera (see, e.g., Dierschke et al. 2009). Nevertheless, the three species 

of Ipheion share several karyotype similarities in the chromosome size, high percentage 

of acrocentric chromosomes, 45S rDNA sites restricted to the short arms of 

acrocentrics, and absence of duplicated sites of 5S rDNA. Multiple sites of 5S rDNA 

were also observed in N. felipponei, Allium cepa, and several other species of Allium 

(Lee et al. 1999). Besides, they also share other morphological characteristics such as 
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the spathe formed by single bracts, and the complex structure of its flower and of the 

testa (Crosa 1975). 

Differently from Ipheion, the phylogenetically related genera Nothoscordum, 

Leucocoryne, and Tristagma have chromosomes that are predominantly metacentric and 

larger (Crosa 1972, 1981, 1988), and a fundamental number of FN = 16 for the diploid 

species of the former two genera and FN = 14 for the diploid species of the latter. The 

closely related genus Zoellnerallium, with only two species known (Crosa 2004), has a 

karyotype more similar to Ipheion, with predominance of relatively small acrocentric 

chromosomes (2n = 24; 8M + 16A). However, Zoellnerallium species have the same 

fundamental number (FN = 32) found in tetraploid species of Nothoscordum and 

Leucocoryne (Crosa 1972, 1988). Assuming that increasing number of acrocentric 

chromosomes is a derived characteristic (Schubert 2007), the evolution of Ipheion may 

have been accompanied by successive centric fissions followed by formation of rDNA 

sites on the short arms of the acrocentric chromosomes. Hall and Parker (1995) found 

that, in Hypochaeris radicata, the formation of acrocentric chromosomes with 45S 

rDNA sites on the short arms was associated with centric fission. A similar mechanism 

may have been involved in the origin of I. uniflorum and I. tweedieanum karyotypes. 

Nothoscordum felipponei and N. hirtellum, included into Ipheion by 

Guaglianone (1972), were karyotypically very distinct from the other three Ipheion 

species. On the other hand, these two species were quite similar to the species with x = 5 

of Nothoscordum section Nothoscordum, both in chromosome number, size, and 

morphology, as in their patterns of CMA
+
 bands and 5S and 45S rDNA distribution 

(unpublished data). Additionally, uniflorum and plurifloral species of Nothoscordum 

share the presence of spathes with two bracts, tepals free at their base, stamen filaments 

adnate to perigonium basis, black and smooth seeds, and undifferentiated parenchymatic 
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tissue in the testa (Crosa 1975). Phenetic distance analysis showed that the karyotypes 

of Ipheion and Nothoscordum species investigated here can be grouped into two main 

clusters, separating the three Ipheion species from the Nothoscordum ones and also 

from the outgroup (Allium cepa). The main karyotype parameters that circumscribe the 

genus Ipheion are the asymmetry indices A1 and A2 and the number of 45S rDNA sites 

on short arms of acrocentric chromosomes. Therefore, the unifloral species of 

Nothoscordum should be excluded from Ipheion, which is a monophyletic group. 
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Fig. 1 Distribution of heterochromatin and 5S (red) and 45S (green) rDNA sites in the 

chromosome complement of Ipheion species. a–c I. uniflorum 2x showing C-bands (a), 

CMA
+
 bands (b) and rDNA sites (c). d I. uniflorum 4x showing rDNA sites. e–g, I. 

tweedieanum interphase and prophase nuclei stained with CMA/DAPI (e), and 

metaphase displaying CMA
+
 bands (f) and rDNA sites (g). h–i I. recurvifolium with 
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CMA
+
 bands (h) and rDNA sites (i). Inserts in b show the submetacentric pair with a 

proximal CMA
+
 band, in c show details of some small rDNA sites, at both higher 

magnification and contrast, and in d it shows a single chromosome of the same 

metaphase that was separated from the others. Arrowheads point to the smaller CMA
+
 

bands colocalized with 45S rDNA sites. Arrows in a, b, and d point to the proximal 

heterochromatin of the submetacentric pair. Bar in i represents 10 m. 

 

 

 

Fig. 2 Distribution of CMA
+
 bands and rDNA sites in the chromosome complements of 

Nothoscordum felipponei (a, b), and rDNA sites in N. hirtellum (c). a CMA/DAPI-

stained metaphase showing CMA
+
 band. b, c In situ hybridization with 5S (red) and 45S 

(green) rDNA probes. Inserts in b and c show some rDNA sites at higher magnification 

and contrast. Arrowheads point to the smaller CMA
+
 bands/45S rDNA sites. Bar in c 

represents 10 m. 
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Fig. 3 Idiograms of Ipheion and Nothoscordum species showing chromosome size (S), 

arm ratio (AR), CMA
+
 bands (yellow), 5S (red), and CMA

+
 bands co-localized with 

45S rDNA sites (green). Chromosomes were ordered (CO) by decreasing size, except 

for I. uniflorum 4x, where the metacentric chromosomes were conserved in the initial 

positions.  
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Fig. 4 Relationship among karyotypes of Ipheion and Nothoscordum species. a 

Dendrogram using the unweighted pair-group method and Allium cepa as outgroup. b 

Ratio to asymmetry index (A1 and A2) and number of 45S rDNA sites on the short arms 

of acrocentrics. Symbols represent the species indicated in a.  
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Table 1 Samples analyzed of Ipheion and Nothoscordum species with voucher number, provenance, number of individuals analyzed, diploid 

number (2n), karyotype formula, fundamental number (FN), chromosome size range, average chromosome size, haploid complement size, 

asymmetry index (A1 and A2), and number of rDNA sites 

 

Species Voucher Provenance 

Number of 

individuals 

2n 

Karyotype 

formula 

FN 

Chromosome 

size range 

(m) 

Average 

chromosome 

size (m) 

Haploid 

complement 

size (m) 

A1 A2 

rDNA sites 

5S 45S 

Ipheion 

recurvifolium 

(Wright) Traub. 

MVFA 

33781 

Paso Roldán, 

Depto. Florida, 

Uruguay 

4 20 4SM + 16A 24 5.8-12.1 4.48 89.5 0.76 0.21 4 4 

I. tweedieanum 

(Baker) 

Traub. 

MVFA 

21953 

Ruta 24, km. 45.5, 

Depto. Río Negro, 

Uruguay 

2 14 14A 14 5.5-10.2 4.26 59.6 0.86 0.18 2 14 

I. uniflorum 

(Lindl.) Raf. 

MVFA 

33773 

Ruta 26, km. 191, 

Depto. 

Tacuarembó, 

Uruguay 

6 12 2SM + 10A 14 7.1-10.0 4.38 52.5 0.78 0.11 2 10 

 MVFA 

33774 

Abra de Perdomo, 

Depto. Maldonado, 

Uruguay 

1 24 4SM + 20A 28 6.3-9.3 4.07 97.7 0.76 0.07 4 20 

 MVFA 

33775 

Laguna del Sauce, 

Depto. Maldonado, 

Uruguay 

5 24 4SM + 20A 28 - - - - - 4 20 
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 MVFA 

33776 

Fuerte San Miguel, 

Depto. Rocha, 

Uruguay 

1 24 4SM + 20A 28 - - - - - 4 20 

Nothoscordum 

felipponei 

Beauverd 

MVFA 

33777 

Minas, Depto. 

Lavalleja, Uruguay 

2 10 6M + 4A 16 9.2-15.3 12.14 60.7 0.43 0.18 8 8 

 MVFA 

33778 

Cerro Verdú, 

Depto. Lavalleja, 

Uruguay 

1 10 6M + 4A 16 - - - - - 8 8 

 MVFA 

33779 

Ruta 6, km. 152, 

Depto. Florida, 

Uruguay 

1 10 6M + 4A 16 - - - - - 8 8 

 MVFA 

33780 

Minas, Depto. 

Lavalleja, Uruguay 

1 10 6M + 4A 16 - - - - - 8 8 

N. hirtellum 

(Kunth) Herter 

MVFA 

33782 

Sierra de las 

Ánimas, Depto. 

Maldonado, 

Uruguay 

3 10 6M + 4A 16 9.9-17.4 14.24 71.2 0.45 0.21 2 14 
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Abstract 

 Background and Aims Nothoscordum gracile is an apomitic tetraploid widely 

distributed throughout the Americas. It has been suggested to form a species complex 

with sexual and apomictic N. nudicaule and N. macrostemon. In this work, the origin of 

N. gracile and its relationships with its related species was investigated based on 

cytological and molecular data. 

 Methods Cytogenetic analyses were based on meiotic behavior, chromomycin 

A3 (CMA) bands, localization of 5S and 45S rDNA sites, and genomic in situ 

hybridization. Nuclear ITS and plastidial trnL-trnF sequences were also obtained for 

most individuals. 

 Key Results Proximal CMA bands were observed in the long arms of all 

acrocentrics of 2x and 4x N. macrostemon  but not in diploid and some tetraploid 

cytotypes of N. nudicaule, while N. gracile showed a variable number of these bands. 

The trnL-trnF cpDNA showed variation with a trend to geographical structuring 

irrespective of morphospecies and was fully congruent with karyotype variation. All 

other analyses did not differentiate the three species. 

 Conclusion Diploids of N. nudicaule and N. macrostemon appeared as consistent 

recently diverged species, whereas tetraploid apomicts seem to have been originated 

from multiple independent hybridization events between them, part of which are 

morphologically recognizable as N. gracile.  

 

Key words: Nothoscordum, CMA bands, rDNA sites, haplotype network, geographical 

parthenogenesis 



101 
 

 
 

Introduction 

The genus Nothoscordum Kunth (Gilliesioideae, Alliaceae) is native to South America and 

comprises more than twenty described species (Guaglianone, 1972; Crosa, 1996). 

Nothoscordum gracile (Ailton) Stearn, also referred to as N. inodorum (Solander ex-Ailton) or 

N. fragrans (Ventenant) Kunth (Stearn, 1986), is the only Nothoscordum species which is 

widely distributed throughout the Americas and naturalized in many temperate regions of other 

continents. It belongs to the section Inodorum Guag. and it is closely related morphologically 

and cytologically to N. nudicaule (Lehm) Guag. and N. macrostemon Kunth (Guaglianone, 

1972; Nuñez et al., 1974), which had previously been classified as varieties of N. gracile 

(Guaglianone, 1972). Nuñez et al. (1974), based mainly in mitotic and meiotic chromosome 

analyses concluded that these three species constitute a closely related group forming the 

Inodorum complex.  

Taxonomical decisions in apomictic complexes may particularly affect the outcome of 

evolutionary and phylogenetic studies. The level of intraspecific variability is dependent on the 

circumscription of the entity under study which in extreme cases may constitute a monoclonal 

apomictic microspecies (Gornall, 1999). The generally distribution of some asexual taxa relative 

to their sexual relatives is referred to as geographic parthenogenesis (Vandel, 1928). The 

success of widely distributed clones is attributed to their ability to colonize new environments 

where homogenous abiotic conditions limit the spread of sexuals, efficiently establish new 

populations from a single propagule, or the indefinite propagation of a particular genotype that 

is able to adapt to a wide range of environmental conditions which is maintained due to the 

absence of recombination (reviewed in Bierzychudek, 1985; Verduijn et al., 2004). Range 

expansions are also attributed to the effect of polyploidy irrespective of breeding systems 

(Lowry & Lester, 2006).  In polyploid/agamic complexes, the effects of asexual reproduction, 

hybridity and polyploidy on range expansion are confounded given that it is frequently the 

polyploid components which in turn are of hybrid origin that reproduce by apomixis 

(Bierzychudek, 1985; Hörandl, 2006).  
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The chromosomes of Nothoscordum as well as those of other Alliaceae are easily 

amenable to detailed cytogenetic analysis and may provide a wealth of information in 

evolutionary studies. All representatives of the section Inodorum have large metacentric (M) or 

et al., 1974). The basic 

number of the section is x = 5 (3M + 2A) and the number of chromosome arms, or fundamental 

number (FN), is always eight or a multiple of eight. Diploids have 2n = 10 (6M + 4A) and FN = 

16, and tetraploids display 2n = 19 (13M + 6A) or rarely 2n = 18 (14M + 4A), both with FN = 

32 (Crosa, 1972, 1996). Dyer (1967) and  Nuñez et al. (1974) observed seedlings with 2n = 20 

obtained from seeds of individuals of N. gracile with 2n = 19, suggesting that the perfectly 

doubled karyotype is occasionally formed. This variation in chromosome numbers among 

tetraploids (2n = 18, 19 and 20) seems to be due to centric fission/fusion events, which 

frequently occur in the genus Nothoscordum (Crosa, 1996; Jones, 1998; Souza et al., 2009).  

The finding of diploid cytotypes in N. macrostemon and N. nudicaule provided some 

insight into the evolutionary history of the complex Inodorum. Meiotic, morphological and 

reproductive biology studies have confirmed that both diploid taxa are allogamous and self-

incompatibles (Crosa, 1972, 1996). They are easily distinguishable from one another due to 

their morphological and phenological differences. Both display a more restricted geographical 

distribution than their respective tetraploid cytotypes, having N. nudicaule 2x a relictual 

distribution along the river banks of Eastern Uruguay. On the other hand, tetraploids of N. 

macrostemon and N. nudicaule are facultatively apomictic and autogamous and more 

widespread, being the former the dominant species in the south of Uruguay, colonizing roadside 

lands and cultivated areas (Crosa, 1996).  

Nothoscordum gracile is invasive species found exclusively in disturbed habitats. It is a 

strictly tetraploid, facultative apomictic, which shows great variability in the shapes of its 

ovaries, staminate filaments and tepals (Guaglianone, 1972). Some of these variant forms are 

intermediate between N. nudicaule and N. macrostemon, which led Ravenna (1978) to propose a 
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hybrid origin for this species. The fourth named species included in section Inodorum, N. 

arenarium Herter, is strictly diploid (Crosa, 1972; Souza et al., 2009). 

Cytologically, N. gracile is the most studied species of the genus, although the origin of 

the number 2n = 19 is still controversial. Nuñez et al. (1974) suggested that 2n = 19 arose from 

the union of a non-reduced gamete of a species with 2n = 10 with a reduced gamete of a species 

with 2n = 18. Alternatively, 2n = 19 could have arisen from the fusion of two acrocentric 

chromosomes of a normal tetraploid with 2n = 20 (12M + 8A) (Crosa, 1996). Nuñez et al. 

(1974) and Jones (1998) suggested that N. gracile could be an allotetraploid involving the two 

basic numbers of the genus, x = 4 (4M) and x = 5 (3M + 2A), with three sets of n = 5 and one of 

n = 4. Whatever its origin, the maintenance of this singular chromosome number is ensured by 

adventitious nucellar embryony and bulb offsets, as well as by sexual reproduction (Dyer, 

1967). 

Karyotypic analyses of N. gracile using chromosome C-banding techniques have shown 

small bands on the short arms of the six acrocentric chromosomes and in the proximal regions 

of the long arms of five of them, one of the proximal bands being duplicated. This same 

heterozygotic banding pattern was observed in plants from Japan (Kurita & Kuroki, 1963; Sato 

et al., 1979) and from Argentina (Canelada & Fernandez, 1985), suggesting the occurrence of a 

single widespread apomictic clone. The heterochromatin on the short arms of acrocentric 

chromosomes is associated with NORs, as first reported in N. gracile by Levan & Emsweller 

(1938) and later confirmed by a number of other authors (see also Kurita & Kuroki, 1963; Sato 

et al., 1982; Canelada & Fernandez, 1985). The presence of 45S rDNA sequences on these short 

arms was first demonstrated by Crosa (1996) in N. nudicaule using fluorescent in situ 

hybridization (FISH). 45S rDNA sites were also observed on the short arms of the acrocentric 

chromosomes of N. arenarium, N. hirtellum (Kunth) Herter, N. felipponei Beauverd, and N. 

pulchellum Kunth (Guerra & Felix, 2000; Souza et al., 2009; Souza et al., 2010).  
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C-banding in chromosomes of N. arenarium and N. pulchellum revealed exactly the 

same banding pattern observed after double staining with the fluorochromes chromomycin A3 

(CMA) and 4‟,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Guerra & Felix, 2000; Souza et al., 2009). 

The heterochromatic bands, including the 45S rDNA sites, were always positively stained with 

CMA and negatively stained with DAPI (CMA bands). As the CMA/DAPI technique is simpler 

than C-banding, does not alter the chromatin structure, and the best slides can be reutilized for 

FISH analyses, it became the most suitable method for sequential banding and FISH analyses in 

these species. 

The relationships between N. gracile and the other species of the Inodorum complex 

may be further investigated by the comparison of DNA sequences. Analyses of the ITS 

(Intergenic Transcribed Spacer) nuclear region of the 45S rDNA of Allium species revealed 

divergences among species greater than those detected with other DNA sequences, suggesting 

that this region could be adequate for the evolutionary studies of other members in the family 

Alliaceae (Friesen et al., 2006; Nguyen et al., 2008; Li et al., 2010). Sequences of plastid DNA 

(cpDNA) are also important in phylogenetic analyses as they show uniparental inheritance. As a 

consequence, taxa of different ploidy levels can be included in the analyses irrespectively of the 

auto- or allopolyploid nature of the species involved, and their phylogenies can be directly 

inferred by conventional methods (Rua et al., 2010). The combined use of nuclear ITS and 

plastid sequences has allowed to analyze the relationships among some of the representatives of 

Gilliesioideae (Fay et al., 2006). 

The present work investigated the origin of N. gracile and its relationships with 

N. macrostemon and N. nudicaule based on cytological data including chromosome 

number variability, meiotic behavior, CMA bands, 5S and 45S rDNA sites, and 

genomic in situ hybridization (GISH). Additionally, evolutionary relationships between 

species and cytotypes were compared using ITS and trnL-trnF sequences and the N. 

gracile intraespecific varibility was investigated searching for clonal diversification.  
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Materials and Methods 

 

Plant material 

Eighty five plants of Nothoscordum gracile, N. macrostemon and N. nudicaule collected from 

natural populations were analyzed. A sample of N. arenarium was also used for comparison in 

the sequence analysis. The collection sites and numbers of all examined individuals are shown 

in Table 1. Vouchers were deposited in the Bernardo Rosengurtt Herbarium at the Facultad de 

Agronomía, Universidad de la República, Montevideo, Uruguay (MVFA). Plants of Ipheion 

recurvifolium (C.H.Wright) Traub with 2n = 20 (Souza et al., 2010), collected in Paso Roldán, 

Florida, Uruguay, were used as controls in GISH and slot blot experiments.  

Diagnostic characters to identify species followed Guaglianone (1972). The principal 

traits defined by this author to separate these three species were as follows: N. gracile and N. 

macrostemon show turbinate-evident perianth; stamens upright and closely spaced, sometimes 

forming a cylinder around the gynoecium during anthesis, and staminate filaments curved at 

their apices. Nothoscordum gracile differs from N. macrostemon by the former having an 

ellipsoidal to obovate sessile ovary, while the latter has an oblong and stipulate ovary. On the 

other hand, N. nudicaule has a cupuliform-subrotate perianth and lanceolate-subulate staminate 

filaments joined at their bases. In general, the flowers of N. macrostemon are nocturnal and 

those of N. nudicaule are diurnal, while those of N. gracile are morphologically and 

phenologically intermediate between these two types.  

 

Meiotic analyses, pollen grain mitosis and pollen grain germination 

For meiotic analysis, young inflorescences from N. gracile, N. macrostemon and N. nudicaule 

were directly fixed in ethanol:acetic acid (3:1; v/v) for 2 to 24 h at room temperature and stored 
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at –20 ºC. Prior to slide preparation, young flower buds were washed in distilled water, anthers 

were squashed in a drop of 45% acetic acid, coverslip was removed after freezing in liquid 

nitrogen, and the chromosomes were stained with CMA/DAPI as indicated below. For polen 

grain mitosis fixed anthers were directly squashed in 2% acetocarmine. For pollen tube 

germination, anthers of opened flowers were gently squeezed in a drop of 15% sucrose solution 

and maintained during 12-24 hours in a wet chamber. 

 

CMA/DAPI banding and FISH 

Root tips obtained from bulbs were pretreated with 0.05% colchicine for 24 h at 10 ºC and fixed 

and stored as describe before. CMA/DAPI banding and FISH procedures were performed 

according to Souza et al. (2009). Fixed root tips were washed in distilled water and digested in a 

2% (w/v) celullase (Onozuka)-20% (v/v) pectinase (Sigma) solution, at 37 ºC, for 90 min. 

Meristem was macerated in a drop of 45% acetic acid and the coverslip was later removed in 

liquid nitrogen.  

The CMA/DAPI double staining technique was used for fluorochrome banding. Slides 

were aged for three days, stained with CMA (0.1 mg/ml) for 60 min and re-stained with DAPI 

(1 µg/ml) for 30 min. Slides were mounted in glycerol:McIlvaine buffer pH 7.0 (1:1) and aged 

for three days before analysis in an epifluorescence Leica DMLB microscope. Images were 

captured with a Cohu CCD video camera using the Leica QFISH software and later edited in 

Adobe Photoshop CS3 version 10.0. 

In order to localize the rDNA sites, 5S rDNA from Lotus japonicus labeled with Cy3-

dUTP (Amersham) and 45S rDNA from Arabidopsis thaliana labeled with digoxigenin-11-

dUTP were used as probes (Souza et al., 2009, 2010). Both labelings were done by nick 

translation. The 45S rDNA probe was detected with sheep anti-digoxigenin FITC conjugate 

(Roche) and amplified with rabbit anti-sheep FITC conjugate (Dako). The hybridization mix 
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contained formamide 50% (v/v), dextran sulphate 10% (w/v), 2 SSC and 5 ng/µl of each 

probe. The slides were denaturated at 75 °C for 3 min. Stringent washes were performed 

reaching a final stringency of ca. 76%. Images of the best cells were captured as previously 

described. 

 

Genomic in situ hybridization (GISH) and dot-blot hybridization 

Total nuclear DNA was extracted following the CTAB method of Doyle & Doyle (1987). 

Genomic DNA utilized as probe or blocking was broken into fragments of approximately 500 

bp by incubation at 100 ºC for approximately 30 min. In the two first experiments, the genomic 

DNA of N. gracile labeled with Cy3-dUTP (Amersham) by nick translation was used as a 

probe, while non-labeled genomic DNA of N. nudicaule or N. macrostemon was separately 

utilized as blocking DNA in concentrations of 1, 25, 50 and 75. The hybridization mixture 

containing the genomic probe and the blocking DNA was tested on metaphases of N. gracile or 

a control species, following the same protocol used for FISH.  

In other experiments, the genomic DNA of N. macrostemon labeled with digoxigenin-

11-dUTP was used as probe and non-labeled genomic DNA of N. nudicaule was used as 

blocking DNA. Inverse labeling was also tested using N. nudicaule DNA as probe and N. 

macrostemon as blocking DNA. As an internal control of hybridization efficiency, in some 

cases, root tips of Ipheion recurvifolium, N. macrostemon 2x or N. nudicaule 4x (without CMA 

bands) were macerated together with root tips of N. gracile or N. nudicaule 4x on the same slide 

for in situ hybridization. The different combinations of genomic DNA used as probes and 

blocks are presented in Table 2. 

Dot-blot hybridization was performed using whole-genome DNA (500 ng) from N. 

gracile, N. macrostemon and N. nudicaule loaded manually onto a nylon membrane (Hybond 

N
+
; Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Ipheion recurvifolium DNA was used as 
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negative control. DNA of N. macrostemon and N. nudicaule used as probes were labeled with 

digoxigenin-11-dUTP as described above. The membranes were hybridized at 37°C overnight. 

The genomic DNA was added before to the hybridization buffer [1% blocking reagent (Roche), 

0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 5% dextran sulfate, in 5×SSC, pH 7.0], according to 

Sambrook & Russell (2001). After hybridization, membranes were washed twice in 2×SSC, 

0.1% SDS for 5 min and in 0.5×SSC, 0.1% SDS for 15 min, at 45°C and 68°C for low and high 

stringency, respectively. The satellite DNA probe was detected using anti-DIG alkaline 

phosphatase conjugate (Roche) and CDP-Star (Roche). Hybridization signals were captured on 

x-ray ECL film (Amersham Biosciences) and intensity of probe signals were measured in the 

digital image using software QFISH version 2.1 (Leica). The highest relative signal intensity 

(100%) was obtained when labeled genomic DNA of one species was hybridized with genomic 

DNA of this same species. 

 

Sequence analyses 

The non-coding DNA plastid region trnL-trnF was analyzed in 33 samples, including 

representatives from  N. macrostemon (2x), N. nudicaule (2x and 4x), N. gracile (4x), and N. 

arenarium (2x). The samples analyzed, collection localities, and the parsimony-informative loci 

are presented in Supplementary Table 1. Universal primers (primers C and F) described by 

Taberlet et al. (1991) were used to amplify trnL(UAA) and trnL(UAA)-trnF(GAA) regions. 

Also the nuclear ITS1-5.8S-ITS2 region of 16 samples of N. gracile, N. macrostemon, N. 

nudicaule, and N. arenarium were amplified and sequenced using ITS4 and ITS5 universal 

primers (White et al., 1990) and analyzed. 

All PCR amplifications were carried out in 50 μL reactions containing 5 U of Taq 

polymerase, 1.75 mM MgCl2, 0.5 μM of each primer and 0.1mM of each dNTP in the 

manufacturer‟s buffer. The PCR program for cpDNA consisted of an initial step of 5 min at 95 

ºC, followed by one cycle of 1 min at 94 ºC, 1 min at 58 ºC and 2 min 30 sec at 72 ºC. For ITS 



109 
 

 
 

sequences the PCR program consisted of an initial denaturing step of 95 ºC for 2 min, five 

cycles of 95 ºC for 1 min, 53 ºC for 1 min, and 72 ºC for 2 min, with a decrease of 1 ºC per 

cycle in the annealing temperature, 35 cycles with an annealing temperature of 48 ºC, and a 

final extension step of 72 ºC for 12 min. All amplified fragments were sequenced in both 

directions at the Institut Pasteur de Montevideo (Uruguay) or by Macrogen Inc. (Korea). 

The sequences were edited manually using Sequencher 
TM

 (V4.1.4, Genecodes, 

AnnArbor, MI, USA) and all ambiguous end regions were removed. The resulting partial 

sequences were pre-aligned with the Clustal-W (Thompson et al., 1994) algorithm included in 

BioEdit version 5.0.6 (Hall, 2001) and manually adjusted. All sequences and alignments were 

submitted to Genbank for trnL-trnF (Accession nos. JN591627–JN591651) and ITS (Accession 

nos. JN591597–JN591618).  A haplotype network was constructed based on this matrix using 

the software NETWORK version 4.5.1.6 based on the standard function of Maximum 

Parsimony (MP) (Fluxus Technology Ltd. 2009).   
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Results 

 

Mitotic analyses 

Chromosome counts of 85 individuals from different localities revealed the occurrence of 

diploid (2n = 10: 6M + 4A) and tetraploid (2n = 18: 14M + 4A or 2n = 19: 13M + 6A) cytotypes 

of both N. macrostemon and N. nudicaule while N. gracile showed exclusively tetraploid 

cytotypes (2n = 18 or 2n = 19). Tetraploids with 2n = 18 were only rarely found in any of these 

species (13.0%, Table 1). Diploid and tetraploid plants of the same species were very similar 

morphologically, and could only be distinguished by cytological analyses. Nothoscordum 

nudicaule was typically found in wet areas along river banks, while N. macrostemon and N. 

gracile were collected along roadsides. Plants with B chromosomes or mosaics with 2n = 18/19 

were never observed. However, metaphases with two acrocentric chromosomes associated by 

the extremities of their short arms, resembling a single metacentric chromosome, where often 

found (Fig. 1a). Multiple associations including three or more 45S rDNA sites were also 

common (Figs. 1d, 2e) 

CMA
+
/DAPI

−
 banding (CMA bands) revealed the presence of heterochromatin on the 

short arms of the acrocentric chromosomes, and one or two CMA bands on the proximal region 

of the long arms of most acrocentrics (Fig. 1, 2). No DAPI
+ 

heterochromatic blocks were 

observed. According to the number of CMA bands on the long arms, the acrocentric 

chromosomes were classified as A
0
 (without bands), A

1
 (with one band), and A

2
 (with two 

bands). Sequential analyses with CMA/DAPI and FISH using 5S and 45S rDNA probes 

revealed a single 5S rDNA site per monoploid complement, always  located on the terminal 

region of a metacentric chromosome, and 45S rDNA sites on the short arms of all acrocentric 

chromosomes co-localized with CMA bands. No variation in the number or position of these 

sites was detected. 
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The most frequent karyotype of N. gracile was 2n = 19 (13M + 1A
0
 + 4A

1 
+ 1A

2
), 

observed in 57.7% of the individuals and considered the standard karyotype of this species. This 

karyotype was found in most Brazilian populations and in the samples from Lima (Peru), 

Buenos Aires (Argentina), and Montevideo (Uruguay) (Fig. 1b). Other populations from Brazil 

(Lavras, Londrina, and Gramado) and Argentina (Tucumán), totalizing 34.6% of the 

individuals, showed 2n = 19 (13M + 3A
0
 + 3A

1
) (Fig. 1c) whereas a single sample, from 

Uruguay (Canelones) had 2n = 18 (14M + 4A
1
) (Fig. 1a). Four out of six individuals from Santa 

Maria (Brazil) displayed an aberrant 2n = 19 karyotype (13M + 2A
0
 + 4A

1
) bearing a CMA 

band on the long arm of a metacentric chromosome, in the same position as that of the long arm 

of A
1
 acrocentrics. Noteworthy, this karyotype also had one A

0
 chromosome without a 45S 

rDNA site (Fig. 1d), suggesting a reciprocal translocation between an M and an A
1
 

chromosome. The other two individuals from this locality showed the standard karyotype. The 

distribution of the different cytotypes of N. gracile is presented in Fig. 5. 

Diploid samples of N. nudicaule always had acrocentric chromosomes without proximal 

CMA bands (6M + 4A
0
) (Fig. 2a). Likewise, tetraploid plants from northern (Departamentos de 

Artigas and Salto) and southeastern (Departamento de Flores) Uruguay (Fig. 2b), always had 

(13M + 6A
0
). A mixed populations with 2n = 19 (13M + 4A

0
 + 2A

1
) and 2n = 18 (14M + 2A

0
 + 

2A
1
) was found in southern Uruguay (Departamento de Canelones). The diploid and tetraploid 

samples of N. macrostemon examined had exclusively A
1
 chromosomes, with karyotype 

formulae 2n = 10 (6M + 4A
1
) (Fig. 2c) or 2n = 19 (13M + 6A

1
) (Fig. 2e). Vigorous triploid 

individuals bearing many bulbils, referred to as Nothoscordum sp.1 (2n = 15; 9M + 6A
1
 - Fig. 

2d), were only found in Punta Ballena, Southern Uruguay, together with the closely related 

tetraploid Nothoscordum sp.2 (2n = 19, 13M + 6A
1
). 

 

Meiotic Analyses  
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Meiosis was regular in the diploid samples of N. macrostemon and N. nudicaule, with five 

bivalents and a predominance of interstitial chiasmata (Fig. 3a). On the other hand, the 

tetraploid cytotypes showed irregular meiotic pairing, with univalents, bivalents and 

multivalents, but only rare anaphase bridges or lagging chromosomes. A predominance of 

tetravalents formed by metacentric chromosomes was observed in tetraploid N. macrostemon 

(2n = 19) (Fig. 3b). In addition, one heteromorphic trivalent and multivalents with up to six 

acrocentric and one metacentric chromosomes, were often observed (Fig. 3b). The 

heteromorphic trivalent was formed by one metacentric paired with two acrocentric 

chromosomes by their the long arms (Fig. 3c). In N. nudicaule 4x the most common meiotic 

arrangement was 2
I
 + 3

II
 + 1

III
 + 2

IV
 (Fig. 3c), with an identical heteromorphic trivalent. The 

meiotic pairing of N. gracile was similar to that of the other tetraploid species, with the 

heteromorphic trivalent being particularly noticeable (Fig. 3e).  

In spite of their meiotic irregularities, the tetraploids of the Inodorum complex had 

apparently normal and viable pollen grains. When pollen grains of any tetraploid sample were 

immersed in a drop of 15% sucrose solution, all or almost all of the grains germinated within 

24h. Chromosome counts in 38 cells in anaphase II (Fig. 3d) and 96 first pollen grains mitosis 

(Fig. 3e) revealed a predominance of haploid chromosome complements of n = 9 (46.8%) or n = 

10 (45.7%) with different combinations of metacentric and acrocentric chromosomes. Cells with 

n = 8 and n = 11 were also observed (7.4%). 

 

GISH and dot-blot experiments 

None of the GISH experiments using N. gracile metaphases and total nuclear DNA of N. 

macrostemon or N. nudicaule as probe with or without blocking DNA could differentiate 

between the diploid genomes of N. gracile (Table 2). All of the experiments showed uniform 

labeling of the chromosomes, while the chromosomes of the internal control (Ipheion 

recurvifolium) were consistently weakly labeled (Fig. 4a,b). Moreover, after subsequent 
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increments in the concentration of blocking DNA (25x, 50x, and 75x) in the hybridization mix, 

the labeling intensity of all chromosomes remained uniform. In the dot-blot analyses, the N. 

macrostemon probe hybridized with equal intensity on both N. gracile and N. nudicaule DNA, 

as well as on its own DNA. Similar results were observed when genomic DNA of N. nudicaule 

was used as probe (Fig. 4c). Only when DNA of N. macrostemon or N. nudicaule were 

hybridized with genomic DNA of an external group (Ipheion recurvifolium) a much lower value 

(~17%) was obtained.  

 

Sequence analyses  

The ITS1-5.8S-ITS2 nuclear region was highly conserved among the species here 

analyzed, including N. arenarium. The aligned ITS matrix was 655 bp long, with only 

three parsimony-informative loci. All samples investigated were quite similar to each 

other, with the exception of two plants of N. nudicaule (JN591604 and JN591605) 

collected near Rio Quaraí, Bella Unión (Uruguay), which exhibited eight variable sites 

in relation to the remaining samples of the Inodorum complex. The samples of N. 

macrostemon JN591608 and JN591609, both from North Uruguay, share the same A  

G transition which distinguish them from the remaining N. macrostemon sample from 

South Uruguay.    

The plastid DNA sequence trnL-trnF showed greater variability. When aligned, the 

trnL-trnF matrix was 849 bp long, with 831 constant and 17 parsimony-informative characters. 

Sequence variation included two substitutions (one autoapomorphic), one single base pair 

insertion, and sequence length variations in repetitive regions of one AT microsatellite and in 

two poly T regions. The analysis of haplotypes resulted in an incompletely resolved network. 

Plastid lineages did not appear clearly diverging and some haplotypes were shared by different 

morphospecies. The network separated most diploids of N. macrostemon (haplotypes in green, 

Fig. 5) from diploids of N. nudicaule (in orange) but the same did not occur with tetraploid 
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accessions of those species or N. gracile. The triploid Nothoscordum sp. 1 and the tetraploid 

Nothoscordum sp. 2 (represented as empty circles) were more closely related to a less common 

haplotype of N. gracile (black) and to N. arenarium (yellow). Three distinct haplotypes of 

N. gracile were detected: two widely distributed (red and black haplotypes) 

and one restricted to Uruguay (orange). The latter was also found in some diploid 

samples of N. macrostemon and N. nudicaule. The red and black haplotypes corresponded 

to the two most frequent cytotypes of N. gracile, 2n = 19 (13M + 1A
0
 + 4A

1 
+ 1A

2
) and 2n = 19 

(13M + 3A
0
 + 3A

1
), respectively (Fig. 5).  

Tetraploid apomicts do not show a strict correspondence between morphospecies and 

cpDNA haplotypes. A trend to geographical structuring is apparent instead with tetraploid 

samples of both morphospecies showing the same haplotype (orange in Fig. 5) towards south-

western Uruguay and another haplotype (blue) towards the North East. This trend is also 

apparent in Rio Grande do Sul (Brazil) where one haplotype (red) of N. gracile is found along 

the Atlantic coast and a different haplotype (black) is distributed further inland (Fig 5).  
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Discussion 

 

Karyotype variability of the Inodorum complex 

The chromosome numbers and morphologies of the species here analyzed were similar to those 

previously described (Crosa, 1972, 1996; Nuñez et al., 1974). Intra-individual variation with 2n 

= 18 and 19 was not observed here, although several cells displayed two acrocentric 

chromosomes associated by the NORs on their short arms, resembling a metacentric 

chromosome. Associations between acrocentric chromosomes with terminal NORs have been 

described in a number of species, including Nothoscordum gracile  (Nuñez et al., 1974) and 

Allium sativum (Sato & Kawamura, 1981) and may be the cause of the apparent mosaicism (2n 

= 18/19) reported by Nassar & Aguiar (1978) for N. gracile. 

The presence of CMA bands in the proximal region of the long arms of the acrocentric 

chromosomes of 2x and 4x N. macrostemon, and their absence in the diploids of N. nudicaule 

and in most of its tetraploids, appears to be the most prominent cytological difference between 

these two species. The occurrence of acrocentric chromosomes with and without CMA bands in 

all of the samples of N. gracile constitutes a strong indication of their hybrid origin and the 

probable independent formation of different cytotypes. In spite of the high variability observed 

in the CMA banding pattern in the tetraploids of the Inodorum complex little intrapopulational 

variation was observed, which coupled with the occurrence of karyotypic heterozigosity 

suggests that propagation of tetraploids is predominantly asexual.  

The diversity of banding patterns and chromosome numbers was higher in localities in 

Uruguay where different cytotypes of the Inodorum complex occur. New apomictic hybrids and 

the greatest variability occurs at the contact zone between tetraploid apomictics and related 

sexual diploids, while only some fixed genotypes may show considerably expanded geographic 

ranges (Hörandl, 2006; Daurelio et al., 2004). Consequently, our data confirm that the centre of 



116 
 

 
 

diversity of the Inodorum complex is located in Uruguay (Crosa, 1996) based on the occurrence 

of the greatest karyotypic and haplotypic variability in that area, and the only area where diploid 

cytotypes of N. macrostemon and N. nudicaule were found. Throughout its range, N. gracile 

was found in disturbed roadside environments, a pattern that has been found for apomictic 

hybrids in other complexes (Bierzychudek, 1985; Hörandl, 2006)  

The production of viable pollen and effective pollination are necessary for endosperm 

formation in N. gracile since it is pseudogamous (Tandom & Kapoor, 1963).  In the case of the 

tetraploids of the Inodorum complex, in spite of irregularities observed in their meiotic pairing 

the pollen grains were generally viable, with a high frequency of microspores with n = 10 and n 

= 9, thus indicating that sexual reproduction is also possible (see also Dyer, 1967; Nuñez et al., 

1974). The occurrence of facultative sexually reproducing individuals in apomictic complexes is 

not rare (Akins & Dijk, 2007). Residual female sexuality or the production of functional male 

gametes seems to be sufficient to allow cross-fertilization between apomictic tetraploids as well 

as between tetraploids and diploids, which can account for the karyotype variability observed 

and the formation of triploids and individuals with rare translocations. The karyotype variability 

of the Inodorum complex, as in other apomictic complexes, may have been generated by 

multiple de novo origins of the apomictic polyploids, backcrossing to sexual related species or 

by somatic mutations (Hörandl et al., 2009). On the other hand, extensive asexual reproduction 

ensured by apomixis and the abundant production of bulbils may explain the stabilization and 

dissemination of a few cytotypes (Akins & Dijk, 2007).  

 

Origin of the 2n = 19 karyotype 

Considering the stability of the diploid chromosome number of the section Inodorum (2n = 10; 

6M + 4A), the number 2n = 20 (12M + 8A) should be expected in the tetraploids. Indeed, 

tetraploids with 2n = 20 may have been formed a number of times in the wild, as pollen grains 

of N. gracile with n = 10 and n = 9 are very frequent. Nuñez et al. (1974) reported n = 10 in 
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22% of the pollen grains and meiotic dyad cells of N. gracile, most of them having 6M + 4A, as 

in the present sample. Seedlings with 2n = 20 (14M + 6A) descendents of clones of N. gracile  

with 2n = 19 were reported by Dyer (1967) and Nuñez et al. (1974).  

The 2n = 19 (13M + 6A) karyotype seems to be derived from a centric fusion in the 

ancestral karyotype with 2n = 20 (Crosa, 1996). This assumption is supported by the 

maintenance of the FN expected for 2n = 20 (FN = 16) and by the presence of a heteromorphic 

trivalent formed by a metacentric and two acrocentric chromosomes during meiosis (see also 

Levan & Emsweller, 1938; Dyer, 1967; Nuñez et al., 1974). This fusion should have occurred 

between the centromeres of two acrocentric chromosomes and resulted in the loss of their short 

arms, since no 45S DNAr signal were observed in the extra metacentric chromosomes. Fusion 

of acrocentric chromosomes bearing nucleolar organizer regions on their short arms, with the 

loss of ribosomal sites, has been reported in several other genera such as Lillium (Muratović et 

al., 2005) and Rumex (Koo et al., 2004). In Nothoscordum, robertsonian translocations seems to 

be a common phenomenon and may also have occurred between acrocentric and metacentric 

chromosomes, as in N. arenarium (Souza et al., 2009) and in four individuals of N. gracile from 

Santa Maria (Brazil) which have a metacentric chromosome with a proximal CMA band on one 

of its arms. 

The occurrence of 2n = 19 in tetraploid cytotypes of three closely related species 

suggests that the fusion probably occurred in a tetraploid plant with 2n = 20, and the extra 

metacentric chromosome was later transmitted to the other tetraploids of the complex Inodorum 

through interspecific hybridization. The absence of CMA band in the proximal region of the 

extra metacentric chromosome suggests that this fusion may have initially occurred in N. 

nudicaule, as it is the only species in this complex without proximal CMA bands in their 

acrocentric chromosomes.  

The union of a balanced gamete with n = 9 (7M + 2A
0
) from a 2n = 19 N. nudicaule and 

a non-reduced gamete of N. macrostemon 2x, with n = 10 (6M + 4A
1
), could have originated the 
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2n = 19 tetraploid hybrid N. nudicaule × N. macrostemon, which by self-fertilization or further 

introgression generated the diversity of banding patterns observed in the tetraploids of this 

complex. Analysis of trnL-trnF sequences showed that each tetraploid cytotype exhibited a 

single and exclusive haplotype, with a few exceptions, suggesting that each tetraploid lineage 

had an independent origin. A non-reduced gamete of N. macrostemon 2x or N. arenarium may 

also have contributed to form the triploid plants (Nothoscordum sp. 1) with 2n = 15 (9M + 6A
1
) 

without the extra metacentric. Dyer (1967) proposed that the maintenance of this fusion in 

heterozygosis was due to the presence of a balanced lethal system, as has been observed in other 

species with permanent heterozygotic translocations (reviewed by Levin, 2002; Crosa, 1996). 

However, some homozygous samples of N. gracile (2n = 18; 14M + 4A
1
) and N. nudicaule (2n 

= 18; 14M + 2A
0
 + 2A

1
) were observed here, suggesting that they did not have a lethal allele 

system. It is interesting to observe that the combination 7M + 2A is by far the most frequent one 

both, in dyad cells of meiosis and in pollen grain mitosis (Levan & Emsweller, 1938; Dyer, 

1967; Nuñez et al., 1974), and it could have allowed the formation of eventual tetraploids (14M 

+ 4A) bearing two copies of the extra metacentric chromosome.  

 

The origin of Nothoscordum gracile and its relationships with N. 

macrostemon and N. nudicaule 

The ability of GISH to differentiate among parental genomes in a hybrid depends mainly on the 

size of the genomes, on the degree of divergence of the principal families of repetitive DNA 

sequences, and on the phylogenetic distance between the ancestral species (Markova & Vyskot, 

2009). The fact that GISH and dot-blot could not differentiate between genomes of the species 

of the complex Inodorum and that artificial hybrids between N. nudicaule 2x and N. 

macrostemon 2x are viable (O. Crosa, unpublished) suggest that this complex is very young. A 

recent origin is also compatible with the lack of differentiation of the ITS sequences among 
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members of this complex and the morphological and cytogenetic similarities between their 

tetraploids. 

The variation among trnL-trnF haplotypes was consistent with the CMA banding 

patterns. Most populations with the same haplotype share the same cytotype and all N. gracile 

samples with the dominant or standard cytotype had the same haplotype. Despite the low level 

of variation among plastid sequences, the strict correspondence between them and the 

cytological complements supports the interpretation that haplotype similarity is not due to 

homoplasy but rather inherited from the progenitors of each lineage together with karyotypic 

features.  

 At least three distinct lineages can be recognized in N. gracile both by sequence and 

karyotypic data. The plastid sequences of the polyploids are related to different degrees to 

distinct putative sexual sources and their cytological constitution can be explained by different 

contributions from the different diploid sources. In addition, the presence of shared plastid 

sequences among different morphospecies and the lack of distinct lineages suggest both recent 

diversification and ongoing gene flow. The karyotypes of asexual polyploids can be explained 

by a combination but not the simple addition of those of the diploid sources. Mechanisms 

explaining such combinations and variability may include recombination at the polyploid level 

following multiple origins of the tetraploids (Soltis et al., 2003) and/or repeated introgression 

from sexuals in a reticulate pattern (Lo et al., 2010) including unilateral sexual polyploidization 

involving triploid bridges (Ramsey & Schemske, 1998).  

In the Inodorum complex, polyploid apomicts appear more widespread than their sexual 

progenitors, which is congruent with of the concept of geographic parthenogenesis. Each of the 

lineages identified by an individual cytotype/haplotype may represent a single apomictic clone. 

When individual clones can be identified, their geographic distributions can be asymmetrical, 

some clones being far more widespread than others (Richards, 2003).The most widespread 

cytotype/haplotype of N. gracile in South America is a structural heterozygote (2n = 19: 13M + 
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1A
0
 + 4A

1
 + 1A

2
), also found in Japan (Sato et al., 1979). The maintenance of structural 

heterozygosity and the occurrence of this lineage in areas far removed from the distributional 

ranges of either diploid or tetraploid sexual partners, supports the interpretation that it possibly 

represents the most vigorous and successful apomictic clone generated within the Inodorum 

complex. Because other apomictic lineages of the tetraploid N. gracile are reported here, its 

comparatively greater success cannot be attributed to the advantages of apomixis or polyploidy 

but must be explained by some inherent property of this individual clone.  It has been proposed 

that some clones represent general purpose genotypes (Lynch, 1984) that possess wide 

adaptation capabilities to a variety of environmental conditions. Further evidence of the 

exclusively clonal nature of this karyotype/cytotype may be needed to support this 

interpretation. 

 The diploid cytotypes of N. nudicaule and N. macrostemon represent the extremes of 

morphological and cytogenetic (CMA bands) variability within this complex and appear to 

constitute closely related true biological species in spite of the putative occurrence of  

chloroplast capture causing  the incongruent distribution of cpDNA haplotypes. At the tetraploid 

level, a greater trend towards geographical structuring of chloroplast haplotypes and a close 

correspondence between chloroplast sequences and karyotypes irrespective of morphological 

variation was found. Cytological evidence is highly congruent with a hybrid origin of not only 

N. gracile but also polyploid cytotypes assigned to N. macrostemon and N. nudicaule. This 

pattern strongly suggests that the sexual diploid components of the Inodorum complex hybridize 

frequently, producing apomictic clones spanning the morphological extremes represented by 

their parental species. Some of those clones are morphologically recognizable as N. gracile.  

In this work we have shown that cytological and sequence information is congruent with the 

pattern suggested by morphological evidence that the Inodorum section is a species complex 

and that N. gracile is likely an assemblage of hybrids involving at least N. macrostemon and N. 

nudicaule. We have also shown that differentiation at the sequence level is incipient, suggesting 

a recent divergence among the sexual species of the complex. Analysis of ITS sequences points 
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to possible gene flow constrains between the northern and southern populations of Uruguay, 

although no differences were observed in karyotype or trnL-trnF plastidial sequences between 

these populations. Further support for the evolutionary hypotheses and processes in this 

complex will likely emerge from more intensive sampling and sensitive molecular markers 

(Álvarez & Wendel, 2003). 
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Fig. 1. Karyotype variability in Nothoscordum gracile. a 2n = 18 (14M + 4A
1
), b 2n = 19 (13M 

+ 1A
0
 + 4A

1 
+ 1A

2
), c 2n = 19 (13M + 3A

0
 + 3A

1
), and d 2n = 19 (13M + 2A

0
 + 4A

1
) with a 

reciprocal translocation between the long arms of chromosomes 3 and 5 (arrows). a'-d’ 
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Karyograms based on a-d metaphases . Observe the variable number of CMA bands on the 

proximal region of the long arms of acrocentrics. Arrowhead in a indicates an association 

between 45S rDNA sites of two acrocentric chromosomes. CMA = yellow, DAPI = blue, 5S 

rDNA = red, 45S rDNA = green. Bar in a corresponds to 10 m. 

 Fig. 2. Cytotypes of Nothoscordum nudicaule, N. macrostemon and Nothoscordum sp1. a,b N. 

nudicaule with 2n = 10 (6M + 4A
0
) (a) and 2n = 19 (13M + 6A

0
) (b). c,e N. macrostemon with 
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2n = 10 (6M + 4A
1
) (c) and 2n = 19 (13M + 6A

1
) (e). d Nothoscordum sp1 2n = 15 (9M + 6A

1
). 

a'-e’ Karyograms based on a-e metaphases. Arrow in e indicates an association between three 

45S rDNA sites. CMA = yellow, DAPI = blue, 5S rDNA = red, 45S rDNA = green. Bar in a 

corresponds to 10 m. 

 

Fig. 3. Meiosis in Nothoscordum macrostemon (a,d) and N. nudicaule (b,c) and first  pollen 

grain mitosis in N. gracile (e,f). a-c Metaphase I with five bivalents in N. macrostemon 2n = 10 

(a) and with multivalents in N. macrostemon 2n = 19 (b) and N. nudicaule 2n = 19 (c). d 

Anaphase II in N. macrostemon 2n = 19 showing chromosome sets with 6M + 4A (above) and 

7M + 2A (below). e,f First  pollen grain mitosis of N. gracile with n = 9 (5M + 4A) (e) and n = 
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10 (6M + 4A) (f). Inset in c shows a heteromorphic trivalent of another cell oriented to the 

poles. Univalent, bivalent, trivalent, quadrivalent, and heptavalent are indicated by Roman 

numerals. Arrowheads in d point to CMA bands of the acrocentric short arms. Bar in a 

corresponds to 10 m. 

 

Fig. 4. GISH (a, b) and dot-blot hybridization (c) among species of the complex Inodorum and 

Ipheion recurvifolium. a,b Metaphase of N. gracile and prometaphase of I. recurvifolium (left 

below) stained with CMA/DAPI (a) and in situ hybridized with N. nudicaule genomic probe 

(b). c Labeled genomic DNA of N. macrostemon (mac) and N. nudicaule (nud) hybridized in 

membrane with non-labeled genomic DNA of N. gracile (gra), N. macrostemon, and N. 

nudicaule. Relative hybridization intensity based on the 100% value for  homologous 

hybridization is indicated below. Bar in a corresponds to 10 m. 
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Fig. 5. Network connecting trnL-trnF of section Inodorum (a) and their relationships with 

geographic and cytogenetic data (b). Each haplotype is indicated by a different color, both in a 

and b. Circle sizes at the network are proportional to the number of individuals observed for 

each haplotype. Idiograms of acrocentric chromosomes represent the predominant cytotype for 

each haplotype, with the same colors as in a. Diploid samples in a are indicate by asterisks. In b, 

circle indicates N. gracile (GRA), square N. macrostemon (MAC), triangle N. nudicaule (NUD), 

star N. arenarium (ARE) and empty circles Nothoscordum sp.1 and sp.2.   
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Species 

 

 

Accession 

number 

Number of 

individuals  

2n 

Karyotype 

formulae 

CMA bands 

Provenance
 

(locality, state/department/province,  country) 

A
0
 A

1
 A

2
 

Nothoscordum gracile (Ailton) 

Stearn 

        

 Blumenau, Santa Catarina, Brazil GRA1832 2 19 13M + 6A 1 4 1 

 Botucatu, São Paulo, Brazil GRA1817 2 19 13M + 6A 1 4 1 

 Buenos Aires, Argentina GRA1849 3 19 13M + 6A 1 4 1 

 Gramado, Rio Grande do Sul, Brazil GRA1718 1 19 13M + 6A 1 4 1 

 Lima, Peru GRA1813 3 19 13M + 6A 1 4 1 

 Londrina, Paraná, Brazil GRA1846 3 19 13M + 6A 1 4 1 

 Montevideo, Montevideo, Uruguay GRA1851 1 19 13M + 6A 1 4 1 

Table 1. Species cytologically investigated with provenance, accession number in the living collection, number of individuals 

analized,  chromosome number (2n), and number of acrocentric chromosomes without CMA bands (A
0
) or with one band (A

1
) or two 

(A
2
) CMA bands. 
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 Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brazil GRA1843 5 19 13M + 6A 1 4 1 

 Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil GRA1845 6 19 13M + 6A 1 4 1 

 São Paulo, São Paulo, Brazil GRA1706 4 19 13M + 6A 1 4 1 

 Lavras, Minas Gerais, Brazil GRA1770 3 19 13M + 6A 3 3 - 

 Londrina, Paraná, Brazil GRA1716 10 19 13M + 6A 3 3 - 

 Piracicaba, São Paulo, Brazil GRA1848 2 19 13M + 6A 3 3 - 

 Tucumán, Tucumán, Argentina GRA1847 3 19 13M + 6A 3 3 - 

 Maldonado, Uruguay GRA1711 4 18 14M + 4A - 4 - 

N. macrostemon Kunth         

 Ruta 5, Rivera, Uruguay  MAC1391 1 10 6M + 4A - 4 - 

 Ruta 9, Arroyo Solís Grande, Canelones, 

Uruguay 

MAC1358 4 10 6M + 4A - 4 - 

 Ruta 9, Arroyo Solís Grande, Canelones, MAC1712 2 19 13M + 6A - 6 - 
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Uruguay 

N. nudicaule (Lehm.) Guagl.         

 Uruguay NUD1082 1 10 6M + 4A 4 - - 

 Ruta 7 Km 323, Durazno, Uruguay NUD1392 1 10 6M + 4A 4 - - 

 Ruta 8, Arroyo Convoy, Treinta y Tres, 

Uruguay 

NUD1363 1 10 6M + 4A 4 - - 

 Ruta 8, Arroyo Otazo, Treinta y Tres, 

Uruguay 

NUD1361 1 10 6M + 4A 4 - - 

 Paso Aguiar, Rio Negro, Tacuarembó, 

Uruguay 

NUD1386 1 10 6M + 4A 4 - - 

         

 Bella Unión, Artigas, Uruguay  NUD0104 2 10 6M + 4A 4 - - 

 Canelones, Uruguay NUD1717 1 18 14M + 4A 2 2 - 
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 Ruta 9, Solís Grande, Canelones, Uruguay NUD1714 5 18 14M + 4A 2 2 - 

 Artigas, Uruguay NUD1751 2 19 13M + 6A 6 - - 

 Bella Unión, Artigas, Uruguay NUD1750 1 19 13M + 6A 6 - - 

 Ruta 3, Arroyo Malo, Flores, Uruguay NUD1752 1 19 13M + 6A 6 - - 

  Canelones, Uruguay NUD1717 1 19 13M + 6A 4 2 - 

 Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil NUD1842 4 19 13M + 6A 4 2 - 

Nothoscordum sp.1         

 Punta Ballena, Maldonado, Uruguay 1707 3 15 9M + 6A - 6 - 

Nothoscordum sp.2         

 Punta Ballena, Maldonado, Uruguay 1030 1 19 13M + 6A - 6 - 
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Capítulo III - A origem de Nothoscordum bonariense Beauverd e sua relação 

com as espécies do complexo Bivalve Guag: uma abordagem cariotípica e 

filogenética 
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Sumário 

 O gênero Nothoscordum (Alliaceae) é composto por aproximadamente 25 espécies, que 

apresentam cromossomos grandes e números cromossômicos básicos hipotéticos x = 4 (4M) e x = 5 

(3M + 2A). Nothoscordum bonariense apresenta o maior número cromossômico do gênero, 2n = 26 

(22M + 4A) e, morfologicamente, está proximamente relacionada a N. bivalve (2n = 18), N. 

gaudichaudianum (2n = 16) e N. montevidense (2n = 8, 16), formando com estas o complexo Bivalve.  

 Para investigar a relação filogenética entre essas espécies e determinar a origem de N. 

bonariense foram analisadas sequências nucleares ITS e plastidiais trnG e foram feitas diversas 

análises cariotípicas, incluindo hibridização genômica in situ (GISH) e avaliação do conteúdo de 

DNA (2C) por citometria de fluxo.  

 A análise filogenética baseada nas sequências ITS e trnG revelou que N. bonariense e N. 

bivalve estão proximamente relacionadas formando o clado irmão de N. gaudichaudianum, enquanto 

N. montevidense aparece em outro clado, demonstrando que o complexo não é monofilético. As 

análises cariotípicas revelaram 2n = 26 (22M + 4A)/ 2n = 26 (21M + 5A) em N. bonariense, 2n = 10 

(6M + 4A)/ 2n = 18 (14M + 4A)/ 2n = 20 (12M + 8A) para N. bivalve e 2n = 8 (8M)/ 2n = 16 para N. 

gaudichaudianum e N. montevidense. A análise de GISH revelou a existência de dois subgenomas em 

N. bonariense: 10 cromossomos marcados com a sonda do DNA genômico de N. bivalve e 16 com o 

DNA genômico de N. gaudichaudianum. Um indivíduo de N. bonariense apresentou um cariótipo 

rearranjado, com 2n = 26 (21M + 5A) dos quais 11 cromossomos marcaram com o DNA genômico de 

N. bivalve e os demais com o DNA de N. gaudichaudianum. Os valores 2C de N. bonariense, N. 

bivalve e N. gaudichaudianum foram congruentes com o resultado da GISH.  

 Esses resultados sugerem que N. bonariense é um alohexaploide, provavelmente derivado da 

fusão de um gameta com n = 10 de N. bivalve e um gameta não-reduzido com n = 16 de N. 

gaudichaudianum. 

Palavras chave: Nothoscordum bonariense, complexo Bivalve, GISH, filogenia molecular, 

conteúdo de DNA 
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Introdução 

 

Nothoscordum Kunth é o gênero mais diversificado dentre as Alliaceae sul-americanas, 

compreendendo ~25 espécies, com centro de diversidade localizado no Uruguai, norte da 

Argentina e sul do Brasil (Guaglianone, 1972; Fay and Chase, 1996). O gênero apresenta 

uma taxonomia complexa, com muitas sinonímias e difícil circunscrição de algumas espécies, 

causada principalmente pelo número reduzido de caracteres morfológicos diagnósticos, 

polimorfismos morfológicos intraespecíficos, caracteres morfológicos convergentes e 

hibridização interespecífica natural (Guaglianone, 1972; Crosa, 1974; Souza et al., 2010).  

O gênero Nothoscordum foi dividido por Guaglianone (1972) em duas secções, 

Inodorum e Nothoscordum, baseado em caracteres morfológicos. A secção Nothoscordum 

compreende a maioria das espécies do gênero, sendo morfologicamente mais diversificada e 

com distribuição geográfica mais ampla do que a secção Inodorum (Guaglianone, 1972). Um 

grupo particularmente interessante na secção Nothoscordum é o complexo Bivalve, formado 

por N. bivalve (L) Britton, N. bonariense Beauverd, N. gaudichaudianum Kunth, e N. 

montevidense Beauverd, que são morfologicamente afins e podem formar híbridos tanto na 

natureza quanto em cruzamentos artificiais (Guaglianone 1972; Crosa 1974).  

A maioria dos caracteres morfológicos que delimitam as espécies desse complexo são 

de variação contínua, principalmente o tamanho de peças florais, e em muitos casos ocorre 

sobreposição nos gradientes de variação das diferentes espécies, o que torna difícil distingui-

las (Guaglianone 1972). Nesse caso, é particularmente importante a utilização de informações 

adicionais, como por exemplo, dados filogenéticos, ecológicos, biogeográficos e 

citogenéticos para entender as relações entre esses taxa (Crosa, 1972). Inferências 

filogenéticas baseadas em uma análise combinada de regiões nucleares ITS e plastidiais 
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confirmaram a estreita relação entre N. bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense 

sugerindo que o complexo Bivalve seria monofilético (Fay et al. 2006).  

Do ponto de vista citológico, todas as espécies do gênero Nothoscordum se destacam 

por apresentarem cromossomos grandes (alguns maiores que 20 µm), o que torna o grupo 

favorável para análises citotaxonômicas (Souza et al. 2010). O gênero apresenta cariótipos 

formados por cromossomos metacêntricos (M) ou acrocêntricos (A) e números básicos x = 4 

(4M) e x = 5 (3M + 2A), ambos com o mesmo número fundamental NF = 8, o que sugere que 

sejam relacionados entre si por fusão ou fissão cêntrica (Crosa, 1972). As espécies diploides 

apresentam 2n = 8 (8M) ou 2n = 10 (6M + 4A) e os poliploides apresentam uma extensa 

variação de números cromossômicos, indo de 2n = 18 a 2n = 26 com diferentes fórmulas 

cariotípicas (Guerra, 2008).  

No complexo Bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense apresentam citótipos 

diploides (2n = 8) e tetraploides (2n = 16) com x = 4, enquanto N. bivalve é um tetraploide 

com 2n = 18 (14M + 4A) e x = 5 e N. bonariense é um hexaploide com 2n = 26 (22M + 4A) 

(Crosa, 1972). A fórmula cariotípica de N. bonariense não se relaciona claramente a nenhum 

dos números básicos, mas o número de braços cromossômicos do cariótipo, ou número 

fundamental (NF = 24), sugere que poderia ter sido originada por uma fissão cêntrica em um 

hexaploide com 2n = 24M ou que seria um híbrido entre espécies com diferentes números 

básicos. Híbridos naturais parecem ocorrer com frequência no gênero Nothoscordum, como 

observado, por exemplo, em espécies do complexo Inodorum (Souza et al., 2012) e em uma 

população de híbridos naturais entre N. bonariense (2n = 26, 22M + 4A) e N. montevidense 

(2n = 16M), com 2n = 21 (19M + 3A) (Crosa 1974). Nesse último caso, a meiose dos 

híbridos apresentou oito bivalentes (8M
II
) e cinco univalentes (3M

I
 + 2A

I
), indicando a 

ocorrência de dois subgenomas em N. bonariense: um com n = 8 (x = 4), que pareou com oito 
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metacêntricos de N. montevidense formando os oito bivalentes, e outro com n = 3M + 2A (x = 

5), que originou os univalentes. 

Hibridização entre espécies com diferentes números básicos é aparentemente mais 

raro do que entre espécies com o mesmo número cromossômico (Ramsey e Schemske 1998; 

Ali et al., 2004; Wolny e Hasterok, 2009). Entre os alopoliplóides cultivados, por exemplo, a 

maioria são híbridos entre espécies de mesmo número cromossômico, como café, amendoim, 

tabaco, soja e algodão ou espécies com o mesmo número básico e diferentes níveis de 

ploidia, como trigo, aveia e algodão. Por hibridização genômica in situ (GISH) tem sido 

possível demonstrar citologicamente a origem híbrida dessas espécies. Híbridos entre 

espécies com diferentes números básicos como a gramínea Millium montianum, com um 

subgenoma n = 4 e outro n = 7 (Bennett et al. 1992) têm sido raramente demonstrados por 

GISH. Outras técnicas, como a citometria de fluxo (Sisko et al. 2003) ou análises 

moleculares de sequências de DNA (Vaio et al. 2005; Widmer e Baltisberger 1999) também 

auxiliam na resolução da origem de alopoliplóides. No presente trabalho, foi investigada a 

relação entre N. bonariense e as demais espécies do complexo Bivalve por análises 

cariotípicas, incluindo GISH, conteúdo de DNA nuclear usando citometria de fluxo e 

filogenia molecular baseada em sequências nucleares ITS1-5.8S-ITS2 e plastidial trnG. 

 

 

 

 

 

 

 

 



142 
 

 
 

Materiais e Métodos 

Material 

As amostras analisadas do complexo Bivalve, locais de coleta e dados cariotípicos são 

mostrados na Tabela 1. Todas as plantas investigadas foram cultivadas no jardim 

experimental do Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco e os 

vouchers foram depositados no herbário Bernardo Rosengurtt da Facultad de Agronomía, 

Universidad de la República, Montevidéu, Uruguai (MUFA).  

 

Inferências filogenéticas 

As análises filogenéticas do complexo Bivalve incluíram 27 amostras para a região 

ITS e 15 para o íntron plastidial trnG. Três outras espécies da secção Nothoscordum (N. 

felipponei, N. hirtellum e N. pulchellum) e uma da secção Inodorum (N. arenarium) foram 

incluídas como grupos externos, todas com análise cariotípica prévia (Guerra e Felix, 2000; 

Souza et al. 2009; 2010). A sequência ITS de N. arenarium foi obtida do GenBank (acesso 

n.° JN591624). As extrações de DNA foram realizadas de acordo com Doyle e Doyle (1987). 

A região ITS foi amplificada usando primers universais ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) e a 

região plastidial trnG segundo Hamilton (1999). Todos os fragmentos amplificados foram 

sequênciados em ambas as direções usando o serviço de sequênciamento de DNA da 

Macrogen (Coreia do Sul). Os cromatogramas obtidos foram editados no software Sequencer 

versão 4.8 (GeneCodes Corp., USA). O alinhamento das sequências foi feito manualmente no 

Sequencer 4.8. Indels foram tratados como dados ausentes.  

As análises foram realizadas com o PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003), usando uma busca 

heurística preliminar com tree bisection-reconnection (TBR) e a árvore com menor número 

de passos foi salva. A busca final foi conduzida a 5.000 sequence addition replicates (SAR) 

salvando somente árvores que tinham menos ou o mesmo número de passos encontrados na 
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busca preliminar. Uma análise de bootstrap foi também conduzida para 10.000 réplicas com 

100 SAR dentro de cada réplica usando TBR. All sequences and alignments were submitted 

to Genbank for trnG (Accession nos. XXXX) and ITS (Accession nos. XXXX). A haplotype 

network was constructed based on the trnG matrix using the software NETWORK version 

4.5.1.6 based on the standard function of Maximum Parsimony (MP) (Fluxus Technology 

Ltd. 2009).   

 

Análise de GISH 

 

Para a análise citogenética, pontas de raízes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com 

colchicina 0,05% durante 24 horas a 10 ºC, fixadas em etanol:ácido acético (3:1; v/v) por 2 a 

24 horas a temperatura ambiente e armazenadas a –20 ºC. As raízes fixadas foram lavadas em 

água destilada e digeridas em solução de celulase (Onozuka) 2%pectinase (Sigma) 20% a 

37 ºC por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de ácido acético 45% e a lamínula 

foi removida em nitrogênio líquido. 

Para a GISH, foi isolado o DNA genômico de N. bivalve, N. gaudichaudianum e N. 

montevidense (Doyle and Doyle, 1987). Entre 1 e 2 µg do DNA genômico de N. bivalve foi 

marcado por nick translation (Roche) com Cy3-dUTP (GE) enquanto o DNA genômico de N. 

gaudichaudianum e N. montevidense foram marcados com digoxigenina-11-dUTP (Life 

Technologies).  

A GISH foi realizada como descrito por Mandakova e Lysak (2008) com pequenas 

modificações. A mistura de hibridização continha 50% de formamida (v/v), 10% dextran 

sulfato 10% (w/v), 2×SSC e 50 ng de cada sonda. As lâminas foram hibridizadas com um 

mix contendo DNA genômico de N. bivalve marcado com Cy3-dUTP e N. gaudichaudianum 



144 
 

 
 

ou N. montevidense marcado com digoxigenina 11-dUTP na proporção 1:1. O conjunto sonda 

e cromossomos foi desnaturado a 80 °C por 3 minutos e hibridizado por 18 h a 37 °C. As 

lavagens pós-hibridização foram realizadas em 2×SSC à temperatura ambiente por 5 min e 

2×SSC a 57 °C por 20 min, chegando a uma estringência final de 76%. As sondas marcadas 

com digoxigenina foram detectadas com anti-digoxigenina-FITC (Dako) desenvolvido em 

ovelha e amplificado com anti-ovelha-FITC (Roche) desenvolvida em camundongo. As 

lâminas foram montadas com DAPI (4 µg/mL) diluído em Vectashield (Vector) 1:1 (v/v). As 

lâminas foram analisadas em um microscópio de epifluorescência Leica DMLB. Imagens 

foram capturadas usando uma câmera Cohu CCD com o software Leica QFISH e depois 

editadas usando Adobe Photoshop CS3 versão 10.0. 

 

Citometria de fluxo 

Para a citometria de fluxo, foi preparada uma suspensão de núcleos usando folhas 

jovens. As amostras foram preparadas como descrito por Loureiro et al. (2007) usando 

tampão WPB. O tamanho do genoma das espécies do complexo Bivalve foi estimado usando 

um citômetro CyFlow SL flow (Partec, Görlitz, Germany). O conteúdo de DNA final para 

cada acesso foi calculado com base na análise de no mínimo três medições para cada 

indivíduo. Como controle interno foram utilizadas folhas jovens de Vicia faba ssp. faba 

„Inovec‟ (2C = 26.9 pg/2C DNA; Dolezel et al., 1992). O software FloMax (Partec) foi usado 

para o processamento dos dados. 
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Resultados e Discussão 

 

Filogenia molecular do complexo Bivalve  

O alinhamento da região ITS de 27 amostras de oito espécies do complexo mais o grupo 

externo da secção Nothoscordum compreendeu 686 pb, sendo 90 (13.1%) pare polimórficos. 

As espécies do complexo Bivalve apareceram divididas em dois subclados: um deles formado 

por N. gaudichaudianum, N. felipponei, N. bonariense e N. bivalve e o outro reunindo apenas 

N. montevidense e N. pulchellum (Fig. 1). No primeiro clado, N. gaudichaudianum, N. 

bonariense e N. bivalve formaram um agrupamento estritamente relacionado, sendo as duas 

últimas espécies morfologicamente muito similares, diferenciadas apenas pela presença em 

N. bonariense de rizomas, pilosidade na borda das folhas e um maior número de óvulos por 

lóculo (Guaglianone, 1972). No segundo clado, N. montevidense se agrupa junto com N. 

pulchellum, uma espécie de clima tropical, ocorrente no Nordeste brasileiro (Guerra e Felix, 

2000). 

Nothoscordum montevidense se diferencia das demais espécies do complexo Bivalve 

pelo número de lóculos no ovário, presença de filamentos estaminais subulados, ovário 

elipsoidal e, particularmente, por apresentar tépalas amarelas, ao contrário das demais que 

apresentam flores brancas (Guaglianone, 1972). Tépalas amarelas estão presentes ainda em 

N. felipponei e N. hirtellum, mas essas se diferenciam das espécies do complexo Bivalve por 

apresentar flores isoladas do tipo “uniflora” (Souza et al. 2010). A divergência de N. 

montevidense em relação ao clado N. bivalve/N. bonariense/N. gaudichaudianum sugere que 

o complexo Bivalve não seja monofilético, como proposto inicialmente por Guaglianone 

(1972). Todas as amostras de N. bonariense analisadas apresentaram exatamente a mesma 

sequência ITS. Similarmente, em algumas outras espécies alopoliplóides, ITS de diferentes 

populações revelaram pouca ou nenhuma divergência (Widmer e Baltisberger, 1999; Stappen 
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et al. 2002). A presença de um único tipo de sequência ITS em alopoliploides é normalmente 

atribuído a um efeito da homogeneização da evolução em concerto (Hillis and Dixon 1991). 

Alternativamente, sequências ITS distintas podem não ter sido detectadas devido à estratégia 

de sequênciamento direto (Stappen et al. 2002).  

 As sequências do íntron plastidial trnG apresentou 652 bp, com somente 22 loci 

variáveis. As principais variações observadas foram indels (8), transições (11) e transversões 

T  C (3). A baixa variabilidade observada nessa região plastidial resultou em uma 

politomia com as análises de máxima parcimônia, mas a análise por Haplotype Network 

permitiu separar melhor essas espécies, embora a rede resultante ainda esteja 

incompletamente resolvida. As amostras de N. bivalve e N. bonariense apresentaram o 

mesmo haplótipo plastidial, enquanto as amostras de N. montevidense e N. felipponei 

apresentaram também um único haplótipo, distinto das primeiras (Fig. 1). A única amostra 

analisada de N. gaudichaudianum mostrou-se bem distinta das demais espécies, sendo mais 

similar ao haplótipo de N. bonariense/N. bivalve. Esses resultados sugerem uma maior 

proximidade filogenética entre N. bonariense e N. bivalve. Essa última, por ser diplóide, 

poderia ser o doador materno do alopoliplóide N. bonariense.  

 

Poliploidia, disploidias e translocações Robertsonianas recorrentes  

 

A análise citológica de 26 amostras do complexo Bivalve (Tabela 1) revelou que todas 

possuíam cromossomos metacêntricos (M) ou acrocêntricos (A) grandes, com tamanhos 

variando de 21.0 µm nos metacêntricos a 7.6 µm nos acrocêntricos. As amostras de N. 

bivalve tiveram fórmula básica 3M + 2A, com diploides (2n = 10; 6M + 4A; NF = 8) e 

tetraploides (2n = 18; 14M + 4A e 2n = 20; 12M + 8A; ambas com NF = 16) (Fig. 2a, f).  

Uma série disploide, com 2n= 18, 19, 20, foi também demonstrada nas espécies do complexo 
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Inodorum (N. gracile, N. nudicaule e N. macrostemon), aparentemente associadas com fusões 

cêntricas em um tetraplóide com 2n = 20 (Souza et al., 2012). Em ambos os casos, o número 

2n = 20 parece instável e menos bem sucedido que os citótipos com fusões cêntricas. Os 

números cromossômicos 2n = 10 e 2n = 20 não haviam sido reportados anteriormente para 

essa espécie (Nuñez 1972; Crosa 1972). Palomino et al. (1992) encontrou 2n = 18 (14M + 

4A) e 2n = 19 (13M + 6A) em diferentes células de um mesmo indivíduo de N. bivalve, e 

atribuiu essa variação à ocorrência de fissões cêntricas, mas nenhuma variação intra-

específica foi registrada na atual análise. Uma variação numérica similar intra-individual 

havia sido reportada para N. gracile, mas não foi confirmada após extensa amostragem 

(Souza et al., 2012). Nothoscordum gaudichaudianum e N. montevidense tiveram fórmula 

básica 4M, também com diploides (2n = 8M) e tetraploides (2n = 16M) (Fig. 2b-d). Além 

disso, em N. montevidense foi encontrado um pentaplóide com 2n = 20 (20M) e um 

octoploide com 2n = 32 (32M) (Fig. 2e). As amostras de N. bonariense foram sempre 

hexaploides com 2n = 26, mas três apresentaram a fórmula cariotípica normal (22M + 4A) e 

uma teve fórmula cariotípica alterada (21M + 5A), com um cromossomo acrocêntrico extra 

do mesmo tamanho que os demais e falta de um metacêntrico (Fig. 2h).  

A árvore filogenética da Fig. 1 revela não haver uma perfeita correlação entre 

números básicos e os agrupamentos cladísticos. Nothoscordum montevidense, com x = 4 (2n 

= 8 e 16), aparece como grupo irmão de N. pulchellum, com x = 5 (2n = 10, 18 e 20), 

enquanto as demais espécies do complexo Bivalve, incluindo N. gaudichaudianum com x = 

4, aparecem com grupo irmão de N. felipponei com x = 5. Essa aparente incongruência, tem 

sido também observada em outros gêneros como Nicotiana (Aoki e Ito, 2000), Melampodium 

(Blöch et al. 2009) e Aristolochia (Ohitoma et al. 2006) e revela que, em alguns casos, o 

número cromossômico isoladamente pode confundir a reconstrução filogenética. No caso do 

complexo Bivalve, essa variabilidade de números cromossômicos pode se dever a uma 
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frequência relativamente alta de translocações Robertsonianas em espécies de Nothoscordum 

(ver Souza et al. 2009; 2012), sugerindo que a fórmula cariotípica 4M pode ter surgido mais 

de uma vez a partir do cariótipo básico x = 5 (3M + 2A) por fusão cêntrica. 

 

A análise de GISH revela dois subgenomas em N. bonariense 

 Quando o cariótipo de N. bonariense foi investigado por GISH dois diferentes 

subgenomas foram reconhecidos (Fig. 3). Metáfase de N. bonariense hibridizadas com o 

DNA genômico de N. bivalve marcado com Cy3 mostraram todos os cromossomos 

uniformemente corados e com o DNA genômico de N. gaudichaudianum marcado em FITC 

apenas 16 cromossomos marcaram mais fortemente. A sobreposição dessas duas imagens 

revela bem essa diferenciação (Fig. 3a) e o cariograma da mesma célula mostra um 

subgenoma com 16M, provavelmente derivado de N. gaudichaudianum, e outro com 6M + 

4A, provavelmente originário de N. bivalve (Fig. 3a, a‟).  

 O indivíduo de N. bonariense com o cariótipo 21M + 5A parecia ter uma deleção de 

um braço de um metacêntrico, transformando o cariótipo 22M + 4A em 21M + 5A. 

Entretanto, a análise de GISH revelou 15 cromossomos metacêntricos marcados com o DNA 

genômico de N. gaudichaudianum e 11 cromossomos marcados com a sonda de N. bivalve. 

Isso indica se tratar de um rearranjo mais complexo envolvendo uma trissomia de um 

acrocêntrico relacionado a N. bivalve e uma monossomia de um metacêntrico relacionado a 

N. gaudichaudianum. Monotrissômicos desse tipo são raros na natureza, mas indivíduos 

isolados com aneuploidias complexas têm sido observados em algumas outras espécies 

(Brighton, 1973; Soltis e Soltis, 2000), e parecem ser uma consequência do genomic shock 

causado em decorrência da hybrid speciation (Soltis e Soltis, 2009). Alternativamente, como 

a meiose de N. bonariense apresenta várias irregularidades (Crosa, 1975) esse cariótipo 

atípico pode ser resultante da fusão de um ou dois gametas aneuploides.  
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Para verificar se N. montevidense, com o mesmo número cromossômico e NF de N. 

gaudichaudianum, teria a mesma hibridização preferencial com o subconjunto cromossômico 

com 16M de N. bonariense, o DNA de N. montevidense marcado com FITC foi hibridizado 

in situ em metáfases de N. bonariense e contrastado com o DNA genômico de N. bivalve 

marcado com Cy3. Nesse caso, 16 cromossomos apresentaram marcação com DNA 

genômico de N. montevidense, mas com muito mais fraca intensidade (Fig. 3c). 

Curiosamente, vários desses 16 cromossomos apresentaram marcação mais intensa na metade 

ou no terço terminal de cada braço cromossômico, enquanto a marcação com DNA de N. 

gaudichaudianum apresentou marcação uniforme. Como em geral há uma correlação positiva 

entre a intensidade de hibridização de uma sonda genômica de uma determinada espécie e sua 

similaridade genética com o conjunto cromossômico marcado (Markova e Viskot, 2007; 

Chase et al., 2003), é pouco provável que N. montevidense seja o parental envolvido na 

origem do subgenoma com x = 4 de N. bonariense.  

 

O tamanho dos genomas corrobora a origem alopoliplóide de N. bonariense 

A Tabela 2 mostra o conteúdo de DNA observado para cada uma das amostras 

investigadas nas quatro espécies, com coeficiente de variação. Os tamanhos dos genomas 

diploides de N. gaudichaudianum (2n = 8M) e N. bivalve (2n = 10; 6M + 4A) foram muito 

similares (2C = 29,73 e 30,24 pg, perspectivamente) enquanto N. montevidense apresentou 

um genoma maior, de 35,54 pg. Nos tetraploides dessas três espécies houve uma duplicação 

exata do conteúdo de DNA apenas em N. gaudichaudianum enquanto nas outras duas 

espécies, foi observada uma redução no conteúdo de DNA nos tetraploides em relação ao 

esperado baseado nos valores dos diplóides (ver Tabela 2). Redução no tamanho do genoma 

em poliploides é um fenômeno frequente e pode estar relacionado a mecanismos de 

“diploidização” e estabilização dos poliploides (Ozkan et al. 2003; Bennett e Leitch 2004). 
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Em N. bonariense, foi observado um conteúdo de DNA 2C = 83,84 pg nos indivíduos com o 

cariótipo normal, enquanto o indivíduo com o cariótipo 21M + 5A apresentou um valor um 

pouco menor (81,49 pg). Essa diminuição no conteúdo de DNA de 2,4 pg foi bem próxima ao 

valor médio de um braço cromossômico dessa espécie (1,8 pg). 

Tanto a análise filogenética quanto a GISH sugerem que N. montevidense é um 

genoma mais afastado das demais espécies do complexo Bivalve. Seu conteúdo de DNA nas 

amostras diplóides também revela uma maior diferenciação em relação aos genomas de N. 

bivalve e N. gaudichaudianum. O hexaploide N. bonariense apresentou um tamanho 

genômico um pouco mais alto em relação ao esperado para a fusão de N. bivalve e N. 

gaudichaudianum. Isso pode se dever a oscilações no tamanho do genoma em decorrência da 

poliploidia (Ozkan et al. 2003) ou a variação intraespecífica nos genomas das três espécies 

envolvidas (Jakob et al. 2004). Como a origem de poliploides está geralmente associada à 

formação de gametas não-reduzidos (Soltis e Soltis, 2009), a ocorrência de poliploides 

intraespecíficos em N. bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense pode indicar que a 

formação de gametas não-reduzidos seja relativamente frequente nas espécies desse 

complexo o que poderia ter propiciado a formação do alopoliploide N. bonariense.  

 

Conclusões 

 As espécies N. bonariense, N. bivalve e N. gaudichaudianum são filogeneticamente 

muito próximas e compartilham uma série de caracteres morfológicos e citogenéticos, além 

de conteúdos de DNA por conjunto monoplóide similares. A suposta origem alopoliplóide de 

N. bonariense (ver Crosa 1974), foi plenamente confirmada, sugerindo N. bivalve com x = 5 e 

N. gaudichaudianum com x = 4 como prováveis ancestrais. Os dados de sequências de DNA 

plastidial sugerem que N. bivalve seria o parental materno mais provável desse híbrido, em 

conformidade com os dados morfológicos (Guaglianone 1972). Por outro lado, N. 
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montevidense foi filogeneticamente mais distante das demais espécies do complexo Bivalve 

em todas as análises, sugerindo que esta espécie deve ser excluída do complexo Bivalve e que 

sua posição filogenética dentro da secção Nothoscordum seja revista. 
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Fig. 1 – Relações filogenéticas entre as espécies do complexo Bivalve baseadas na 

análise de Máxima Parcimônia da região nuclear ITS (a) e uma análise de Haplotype 

Network baseada em sequências plastidiais trnG (b). Em a números acima dos ramos 

correspondem ao valor de bootstrap e cabeças de seta indicam mudanças de número 

básico de x = 5 (3M + 2A) para x = 4 (4M). Números cromossômicos são representados 

por 2n e conteúdo de DNA por valores 2C. 
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Fig. 2 – Número e morfologia cromossômica das três espécies do complexo Bivalve. a, 

Nothoscordum gaudichaudianum diploide com 2n = 8M; b-d N. montevidense diploide 

com 2n = 8M (b), tetraploide com 2n = 16M (c) e octaploide com 2n = 32M (d); e-f N. 

bivalve diploide com 2n = 10 (6M + 4A) (e) e tetraploide com 2n = 20 (12M + 8A) (f). 

A = cromossomos acrocêntricos. Barra em a = 10 m. 
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Fig. 3 – Cromossomos de Nothoscordum bonariense hibridizados com a sonda 

genômica de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. gaudichaudianum ou N. montevidense 

(FITC, verde). a-a’ Metáfase e cariograma com 2n = 26 (22M + 4A) mostrando 10 

cromossomos (6M + 4A) marcados com a sonda de N. bivalve e 16 (16M) com a sonda 
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de N. gaudichaudianum. b-b’ Metáfase e cariograma com 2n = 26 (21M + 5A) 

hibridizada com DNA genômico de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. gaudichaudianum 

(FITC, verde). c, Metáfase com 2n = 26 (21M + 5A) hibridizada com DNA genômico 

de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. montevidense (FITC, verde) A = acrocêntricos. Setas 

em c apontam para cromossomos mais fracamente hibridizados com a sonda genômica 

de N. montevidense. 
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Tabela 1. Amostras analisadas do complexo Bivalve com suas respectivas procedências, 

números cromossômicos (2n), fórmula cariotípica e número fundamental (NF). 

 

Espécie Procedência População 2n 

Fórmula 

cariotípica 

NF 

N. bonariense Beauverd Pajas Blancas, 

Montevidéu, Uruguai 

BON 0001 26 22M + 4A 48 

 Faculdade de Agronomia, 

Montevidéu, Uruguai 

BON 0002 26 22M + 4A 48 

 Ruta 8, arroyo Taquary, 

Uruguai 

BOM 1369 26 22M + 4A 48 

 Ruta 13 km 230, arroyo 

India Muerta, Rocha, 

Uruguai 

BON 1414 26 22M + 4A 48 

 Soriano, Uruguai BON 1474 26 22M + 4A 48 

 Montevidéu, Uruguai BON 1715 26 21M + 5A 47 

      

N. bivalve (L.) Britton Sierra de Mahoma, San 

Jose, Uruguai 

BIV 1349 10 6M + 4A 16 

 Bella Unión, Artigas, 

Uruguai 

BIV 1429 10 6M + 4A 16 

 - BIV 1125 18 14M + 4A 32 

 Ruta 13, Km 230, Dept. 

Rocha, Uruguay 

BIV 1414 18 14M + 4A 32 

 Texas, USA BIV 1473 18 14M + 4A 32 

 Arroyo Tira Poncho, Ruta 

30 km 38, Uruguay- 

BIV 1427 20 12M + 8A 32 

      

N. gaudichaudianum Ruta 8 km 358, Serro GAU 1408 8 8M 16 
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Kunth Largo, Uruguai  

 - GAU 1409 8 8M 16 

 Ruta 3 km 175, Uruguai GAU 

1377/3 

8 8M 16 

 Arrojo Comvoy, 33, 

Uruguai 

GAU 1320 16 16M 32 

      

N. montevidense Beauverd Montevidéu, Uruguai MON 1300 8 8M 16 

 - MON 1458 8 8M 16 

 Ruta 5, Florida, Uruguai MON 1443 8 8M 16 

 Cerro San Antonio, 

Maldonado, Uruguai 

MON 1312 16 16M  32 

 Ruta 3 km 175, Uruguai MON 

1377/5 

 16M 32 

 Cerro Batoví, Rivera, 

Uruguai 

MON 1441 16 16M 32 

 Arroyo Quebracho, 

Paysandú, Uruguai 

MON 1423 

 

16 16M 32 

 Arroyo Comvoy, 33, 

Uruguai 

MON 1410 16 16M 32 

 Rura 27 km 39, Uruguai MON 1445 16 16M 32 

 Ruta 16, Rocha, Uruguai MON 1411 16 16M 32 

 Ruta 30 km 220, Uruguai MON 1444 16 16M 32 

 Pandule, Rio Queguay, 

Uruguai 

MON 1379 16 16M 32 

 Ruta 3 km 175, Uruguai MON 

1377/8 

20 20M 40 

 Argentina MON 1201 32 32M 64 
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Tabela 2. Números cromossômico (2n) e estimativas de tamanho do genoma (2C) para 

as espécies do complexo Bivalve.  

Espécie (2n) Procedência Ploidy 

level 

2C (pg) C.V. (%) 

N. bivalve (10) Bella Unión, Artigas, Uruguai 2x 27,61 ± 1,8 3,80 

                 (18) - 4x 50,10  ± 1,2 2,30 

                 (20) - 4x 49,17 ± 1,66 3,39 

     

N. bonariense (26) Montevidéu, Uruguai 6x 83,84 ± 2,8 3,33 

                       (26) - 6x 81,49 ± 1,8 2,23 

     

N. gaudichaudianum (8) Ruta 8 km 358, Serro Largo, 

Uruguai  

2x 29,73 ± 1,14 3,85 

                                 (16) Arrojo Comvoy,  33, Uruguai  4x 59,37 ± 2,83 4,77 

     

N. montevidense (8) Montevidéu, Uruguai 2x 35,54 ± 1,42 4,01 

                          (16) Ruta 30 km 94, Arroyo 3 cruzes, 

Uruguai 

4x 53,80 ± 2,37 4,43 

                          (32) Argentina 8x 80,70 ± 1,58 3,17 

CV = Coeficiente de variação.     
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Capítulo IV - Variabilidade de sequências teloméricas em espécies de 

Ipheion e Nothoscordum (Alliaceae): o papel da dispersão equilocal de 

DNA repetitivo na origem de sítios teloméricos ectópicos 
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Abreviações 

PNA Peptide nucleic acid 

ATSB Telomere Arabidopsis-type 

HUSB Telomere human-type 

TTSB Telomere Tetrahymena-type 

FISH Fluorescence in situ hybridization 

rDNA Ribosomal DNA 

FN Fundamental number 
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Resumo Na subfamília Gilliesioideae os gêneros Nothoscordum e Ipheion se destacam 

por apresentarem dois extremos da variação disploide com predomínio de cromossomos 

metacêntricos e acrocêntricos, respectivamente. Esta subfamília é a única dentre as 

Alliaceae que apresenta dois microssatélites teloméricos distintos (TTAGGG)n e 

(TTTAGGG)n e uma evolução cariotípica claramente relacionada a translocações 

Robertsonianas. No presente trabalho foi investigada a distribuição desses motivos 

teloméricos por hibridização in situ fluorescente (FISH) nos dois gêneros citados 

visando estudar a relação entre sítios teloméricos ectópicos e fusões cêntricas. A análise 

por FISH revelou que as duas variantes da sequência telomérica marcaram igualmente 

nos terminais cromossômicos. As análises de diferentes clones contendo fragmentos 

teloméricos mostraram que essas variantes se encontram organizadas em blocos 

intercalados. Todas as espécies analisadas apresentaram sítios teloméricos 

exclusivamente nos terminais cromossômicos, exceto N. arenarium, N. gracile e N. 

macrostemon, que apresentaram sítios teloméricos intersticiais (ITS) na região proximal 

dos cromossomos. Esses ITSs podem ser indicativos de presença acidental de um DNA 

repetitivo semelhante ao DNA telomérico, transferência acidental de DNA telomérico 

dos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos para a região centromérica dos 

metacêntricos ou presença de remanescentes teloméricos de fusões cêntricas. Essas 

diferentes hipóteses são discutidas bem como sobre a existência das duas variantes 

teloméricas co-localizadas nos terminais cromossômicos dessas espécies. 

Palavras chave: Ipheion, Nothoscordum, DNA telomérico, translocação Robertsoniana, 

sítios teloméricos ectópicos. 
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Introdução  

 

Os telômeros são estruturas localizadas na região terminal do cromossomo eucariótico, 

sendo caracterizados por apresentar uma sequência de DNA própria, um conjunto de 

proteínas específicas e uma estrutura tridimensional em t-loop (revisado por McKnight 

e Shippen 2004). As principais funções atribuídas aos telômeros são: 1) prevenir a fusão 

end-to-end dos cromossomos; 2) interagir com proteínas do envelope nuclear, atuando 

na organização dos cromossomos no núcleo interfásico; 3) evitar o encurtamento da 

molécula de DNA, causada pela replicação incompleta do terminal 5‟ pela DNA 

polimerase durante a fase S do ciclo celular (Siroky 2008). Em várias espécies, a 

sequência de DNA telomérico é também encontrada em outras regiões cromossômicas 

além dos terminais, aparentemente não associada com funções teloméricas canônicas 

(Meyne 1990). Em Vicia faba e Eleochaeris subarticulata sítios teloméricos ectópicos 

estavam aparentemente associados com fusão cromossômica (Schubert et al. 1992; 

Silva et al. 2006), todavia em muitas outras espécies esses não parecem associados com 

rearranjos cromossômicos (Cox et al. 1993; Meyne et al. 1990; Shubert et al. 1992).  

A sequência de DNA telomérico é altamente conservada em diferentes grupos de 

eucariotos. Em plantas, o microssatélite (T3AG3)n, originalmente isolado de 

Arabidopsis thaliana (Richards e Ausubel 1988), está presente na maioria das espécies 

(Cox et al. 1993; Fuchs et al. 1995). Entretanto, a perda do telômero tipo-Arabidopsis 

(ATSB) foi demonstrada em 16 espécies de 12 famílias em um clado da ordem 

Asparagales (Adams et al. 2001). Um trabalho subsequente mostrou a ocorrência nesse 

subclado de uma sequência de DNA telomérico distinta, (T2AG3)n idêntica à 

previamente reportada em humanos (HUSB) e outros vertebrados (Sýkorová et al. 

2003). Algumas espécies desse grupo, além do motivo HUSB, apresentaram 
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manutenção do ATSB, sugerindo que tenha ocorrido uma substituição apenas parcial da 

sequência original (Fajkus et al. 2005; Sýkorová et al. 2006a). Em poucas espécies, 

como por exemplo Drosophila melanogaster e Allium cepa, o DNA microssatélite que 

forma os telômeros foi substituído por outros tipos de sequências repetitivas, incluindo 

retrotransposons (Abad et al. 2004) e DNAr 45S (Pich et al. 1996; Pich e Shubert 1998), 

respectivamente.  

A família Alliaceae se destaca por apresentar uma variabilidade de repeats 

teloméricos, que podem ser ATSB e/ou HUSB enquanto em Allium nenhum dos 

microssatélites teloméricos conhecidos foi observado (Sýkorová et al. 2006b). Dentro 

desse grupo a subfamília Gilliesioideae (Fay e Chase, 1996) se destaca por ser a única 

com evolução cariotípica claramente relacionada a translocações Robertsonianas (Jones 

1998), o que a torna excelente modelo para verificar a relação entre DNA telomérico e 

fusões cêntricas. Nessa subfamília o gênero mais diversificado é Nothoscordum, com 

~25 espécies (Guaglianone 1972). Essas espécies apresentam um número variável de 

cromossomos metacêntricos (M) ou acrocêntricos (A), dois números básicos, x = 4 

(4M) e x = 5 (3M + 4A), e séries disploides com 2n = 8 (8M) e 2n = 10 (6M + 4A) nos 

diploides, 2n = 16 (16M), 2n = 18 (14M + 4A), 2n = 19 (13M + 6A) e 2n = 20 (12M + 

8A) nos tetraploides e 2n = 24 (24M) e 2n = 26 (22M + 4A) nos hexaploides (Crosa 

1972). Em todos o número de braços cromossômicos ou número fundamental (NF) é 

sempre oito ou seus múltiplos.  

Poucas espécies da subfamília Gilliesioideae apresentam cariótipos com 

predomínio de cromossomos acrocêntricos, provavelmente originados por múltiplas 

fissões cêntricas (Souza et al. 2010). Diferentemente de Nothoscordum, Ipheion, um 

pequeno gênero proximamente relacionado, apresenta cromossomos menores, 

predominantemente acrocêntricos com duas espécies apresentando NF = 7 (I. 
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tweedieanum 2n = 14A e I. uniflorum 2n = 2SM + 10A) e uma com NF = 9 (I. 

recurvifolium, 2n = 20) (Souza et al. 2010). Os sítios de DNAr 45S em Ipheion e 

Nothoscordum são observados na maioria dos braços curtos dos cromossomos 

acrocêntricos (Guerra e Felix 2000; Souza et al. 2009, 2010). A localização preferencial 

pode estar relacionada a eventos de fissão cêntrica (Hall e Parker 1995), tornando esses 

gêneros importantes alvos para a análise da relação entre translocação Robertsoniana e 

RONs.  

No presente trabalho foram investigados a distribuição cromossômica dos sítios 

de DNA telomérico em espécies de Nothoscordum e Ipheion focando especialmente na 

relação entre os sítios pericêntricos e as hipóteses de evolução desse grupo por fissão-

fusão cêntrica. Como as sequências teloméricas ATSB e HUSB têm sido reportadas 

nesse grupo (Fajkus et al. 2005; Sýkorová et al. 2006b) a distribuição cromossômica de 

ambos os repeats teloméricos e a organização dessas sequências em cinco clones 

contendo fragmentos teloméricos foram analisados. Por fim, foi investigada também a 

substituição do DNA telomérico por sequências de DNAr 45S nos terminais 

cromossômicos, como reportada em Allium (Pich et al. 1996). 
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Material e Métodos 

 

Material 

 

Foram analisadas nove diferentes espécies do gênero Nothoscordum e três do gênero 

Ipheion. As espécies analisadas, locais de coletas, dados cariotípicos e distribuição do 

DNA telomérico são apresentados na Tabela 1. Todas as espécies incluídas nessa 

análise tiveram seus cariótipos previamente analisados (Souza et al. 2009, 2010; em 

preparação). Vouchers foram depositados nos herbários MUFA (Faculdad de 

Agronomía, Universidad de la República, Uruguai) e UFP (Departamento de Botânica, 

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil).  

Para a análise citogenética pontas de raízes obtidas de bulbos foram pré-tratadas 

com colchicina 0,05%, durante 24 horas a 10 ºC, fixadas em etanol:ácido acético (3:1; 

v/v) por 2 a 24 horas a temperatura ambiente e armazenadas a –20 ºC. As raízes fixadas 

foram lavadas em água destilada e digeridas em solução de celulase (Onozuka) 2% 

(w/v)pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 37 ºC por 90 min. O meristema foi macerado em 

uma gota de ácido acético 45% e a lamínula foi removida em nitrogênio líquido. 

 

Detecção por FISH dos telômeros e sítios de DNAr 45S 

 

A sequência telomérica HUSB foi localizada usando uma sonda de PNA para 

(T2AG3)n marcada com FITC (Kit PNA/Telomere probe, Dako), seguindo instruções do 
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fabricante. As lâminas foram contracoradas com DAPI/Vectashild® e depois analisadas 

em um microscópio de epifluorescência Leica DMLB. Imagens foram capturadas 

usando uma câmera Cohu CCD com o software Leica QFISH e depois editadas usando 

Adobe Photoshop CS3 versão 10.0. 

O DNA telomérico ATSB (T3AG3)n e os sítios de DNAr 45S foram detectados 

usando como sonda um clone de 400 bp (pAtT4) marcado com Cy3-dUTP (GE) e um 

clone de 6.5 kb 18S-5.8S-25S (R2) marcado com digoxigenina-11-dUTP, ambos de 

Arabidopsis thaliana, respectivamente. Ambas as marcações foram feitas por nick 

translation (Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-

digoxigenina conjugada com FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com 

anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. O 

mix de hibridização continha 50% de formamida, 10% de dextran sulfato, 2 SSC e 5 

ng/µl de cada sonda. As lâminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens 

pós-hibridização foram realizadas para uma estringência final de 76%. As imagens das 

melhores células foram capturadas como descrito previamente. 

 

Análise dos telômeros por PCR 

A amplificação do DNA telomérico por PCR foi realizada segundo Ijdo et al. 

(1991), usando primers ATSB e HUSB. Para checar a co-localização desses diferentes 

repeats teloméricos foram realizadas PCRs alternando primers forward (f) and reverse 

(r) dos dois tipos (ATSBf × HUSBr ou HUSBf × ATSBr) usando como template o DNA 

genômico de N. gracile. A reação de PCR foram realizadas em volumes de 100 l 

contendo KCl 50 mM, Tris-HCl (pH. 8.3) 10 mM, MgCl2 1,5 mM, 200 M de cada 

dNTP, 0.1 M de cada primer e 2 unidades de Taq polimerase. A amplificação consistiu 
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de 10 ciclos iniciais de 1 min a 94 ºC, 30 sec a 55 ºC e 1 min a 72 ºC, seguido por 30 

ciclos de 1 min a 94 ºC, 30 sec a 60 ºC e 90 sec a 72 ºC com um passo final de 5 min a 

72 ºC. Depois da amplificação 5 l de cada produto da PCR foi analisado em gel de 

agarose por eletroforese.  

 

Clonagem e sequênciamento 

O produto da amplificação usando primers ATSB e HUSB alternados foi um 

fragmento de ~500 pb, posteriormente clonado  em vetor pMOSBlue usando 

pMOSBlue Blunt-Ended Cloning Kit (Amersham, Buckinghamshire, UK). Após a 

seleção com IPTG e X-gal, as colônias recombinantes foram diretamente amplificadas 

por PCR usando primers M13. Todos os fragmentos clonados foram sequênciados em 

ambas as direções pela Macrogen Inc. (Coreia do Sul). Os cromatogramas obtidos 

foram editados no software Sequencer version 4.8 (GeneCodes Corp., Ann Arbor, 

Michigan, USA) onde foi verificada a localização dos repeats teloméricos ATSB e 

HUSB.  As sequências dos cinco clones analisados foram depositadas no genbank. 

 

Resultados 

 

Distribuição cromossômica das sequências teloméricas 

 

Os números cromossômicos, fórmulas cariotípicas e número/posição de sítios de DNAr 45S de 

todas as espécies analisadas estão apresentadas na Tabela 1 e coincidem com os dados prévios 

(Souza et al. 2009, 2010). De uma maneira geral as espécies de Nothoscordum e Ipheion 
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apresentaram sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos. 

Adicionalmente, nas espécies da secção Nothoscordum esses sítios foram localizados nas 

regiões terminais dos cromossomos metacêntricos e acrocêntricos. A exceção foi Nothoscordum 

sp. que além de sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos acrocêntricos, apresentou sítios de 

DNAr 45S na região centromérica de um par de metacêntricos (Fig. 2e-f). 

As espécies de Ipheion, I. recurvifolium (2n = 20; 2SM + 18A), I. tweedieanum (2n = 

14; 14A) e I. uniflorum (2n = 12; 2SM + 10A), apresentaram sinais teloméricos com a sonda 

PNA HUSB exclusivamente nos terminais cromossômicos (Fig. 1). Em I. uniflorum foi testada 

a presença de sequências tipo Arabidopsis (TTTAGGG)n e foram detectados sinais nas mesmas 

posições observadas com a sequência (TTAGGG)n.   

No gênero Nothoscordum foi observada uma diferença entre as espécies da secção 

Nothoscordum e aquelas da secção Inodorum. As espécies da secção Nothoscordum 

apresentaram sítios teloméricos de humanos e Arabidopsis exclusivamente nos terminais 

cromossômicos (Fig. 2). Sinais para ATSB ou HUSB não foram detectados apenas no braço 

curto de um par de metacêntrico de N. bonariense e de um único metacêntrico de N. 

montevidense (2n = 8M) (Fig. 2a e d). Para verificar se nesses terminais cromossômicos que não 

apresentavam sinais teloméricos havia presença de DNAr 45S (ver Pich et al. 1996) foi 

realizada uma FISH sequêncial, que revelou ausência de sítios de DNAr nesses terminais. FISH 

com sondas de ATSB e DNAr 45S em N. montevidense (Fig. 2a-b) e N. felipponei (Fig. 2c) 

revelou sinais de DNA telomérico ligeiramente mais distais que os sinais de DNAr. Em um 

indivíduo tetraplóide de N. montevidense que apresentava um cromossomo B, os sinais 

teloméricos também foram restritos aos terminais cromossômicos (Fig.2b). Nothoscordum sp. 

com 2n = 18 (14M + 4A) apresentou sítios teloméricos apenas nos terminais cromossômicos 

(Fig. 2e-f).  

Nas espécies da secção Inodorum foram observados sítios terminais em todos os 

cromossomos e sítios teloméricos ectópicos em algumas delas (Fig. 3). Os diplóides N. 
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arenarium e N. macrostemon (2n = 10, 6M + 4A) apresentaram além dos sinais teloméricos 

terminais, sítios adicionais na região centromérica de três pares de metacêntricos em N. 

arenarium (Fig. 3b) e em um par de metacêntricos em N. macrostemon (Fig. 3c). Dentre os 

tetraplóides, em N. gracile (2n = 18, 14M + 4A) foram observados sítios ectópicos em um par 

de metacêntricos (Fig. 3d) e em N. nudicaule  (2n = 19, 13M +6A) sítios teloméricos ectópicos 

na região proximal de dois pares cromossômicos e na região subtelomérica de um par de 

metacêntricos e de um cromossomo acrocêntrico (Fig. 3f). 

A análise do DNA telomérico em anáfase-interfase revelou núcleos polarizados 

seguindo a orientação de Rabl, com os telômeros dos braços longos voltados para um dos pólos 

e os telômeros dos braços curtos dos acrocêntricos voltados para o pólo oposto. A Fig. 4 mostra 

a distribuição desses sítios em N. pulchellum, com os sítios teloméricos dos acrocêntricos (setas) 

próximos das regiões centroméricas dos metacêntricos. 

 

Distribuição das sequências teloméricas ATSB e HUSB 

Utilizando as sondas para as sequências teloméricas HUSB e ATSB quase todos os 

terminais cromossômicos foram igualmente marcados por FISH. Esses resultados foram 

semelhantes tanto em hibridizações in situ sequênciais, como em N. macrostemon e 

Nothoscordum sp. (Fig. 3e-f), quanto em hibridizações em lâminas distintas, como em N. 

bonairense, N. felipponei e N. gracile. Em todas essas espécies investigadas os dois tipos 

teloméricos marcavam na mesma posição, inclusive nos sítios ectópicos, havendo em alguns 

telômeros diferenças sutis de intensidade entre os sinais com DNA telomérico tipo Arabidopsis 

e tipo humano.  

A análise por PCR dessas variantes teloméricas revelou fragmentos de ~ 500 pb 

amplificados exclusivamente nas reações usando os primers ATSB e HUSB alternados. Na 

reação controle (sem adição de DNA) não foi observada amplificação, revelando que os primers 

dos dois tipos teloméricos não concatenam. O produto da PCR foi clonado e cinco clones foram 
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sequênciados (Fig. 5). Todos os clones apresentaram repeats ATSB e HUSB organizados de 

forma interespaçada, com insertos de 253 a 444 pb. Dois desses clones, pNg-tel3 e pNg-tel6, 

apresentaram segmentos não-teloméricos de 338 e 83 pb, respectivamente, intercalados entre os 

blocos teloméricos. Quando analisadas em conjunto, esses clones apresentaram um predomínio 

de repeats ATSB (77.9%), seguidos por repeats HUSB (14.8%) e sequências teloméricas 

degeneradas (7.3%). Os principais erros relacionados com as sequências degeneradas foram T- 

or G-slippage e substituições em regiões poli-T ou poli-G. 

 

Discussão 

 

Colocalização dos telômeros HUSB e ATSB 

 

Os dados do presente trabalho confirmam por FISH a presença do DNA telomérico 

HUSB (TTAGGG)n e ATSB (TTTAGGG)n nos terminais cromossômicos em todas as 

12 espécies analisadas dos gêneros Ipheion e Nothoscordum. Análises prévias com slot-

blot e FISH haviam demonstrado que em espécies de um grande clado dentro da ordem 

Asparagales o telômero típico tipo-Arabidopsis foi parcialmente substituído pela 

sequência tipo-humanos (Adams et al 2001; Weiss and Scherthan 2002; Sýkorová et al 

2003). Contudo, em algumas espécies desse clado a sonda ATSB não marca in situ, 

sugerindo que o processo de substituição da sequência telomérica típica de plantas pode 

ser completo (Weiss-Schneeweiss 2004).  

Em Nothoscordum gracile ATSB foi a sequência dominante em cinco fragmentos de 

DNA telomérico examinados, sendo alternados com HUSB, repeats teloméricos degenerados ou 

sequências desconhecidas. O sequênciamento de clones contendo insertos teloméricos em outras 

espécies de Asparagales revelaram arranjos similares, com essas variantes teloméricas 
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organizadas em blocos alternados e uma baixa frequência de repeats degenerados (Sýkorová et 

al 2003; Weiss-Schnneewweiss et al 2004). A presença de longos insertos não-teloméricos em 

fragmentos de DNA telomérico também foi observada em Othocallis siberica, e pode ser 

resultado da amplificação de uma porção da região subtelomérica (Weiss-Schnneeweiss et al 

2004). Repeats degenerados são comumente encontrados em motivos teloméricos típicos em 

diferentes organismos (Richards and Ausubel 1988; Moyzis et al 1988), sugerindo que a enzima 

telomerase apresente uma certa plasticidade na inserção dos repeats teloméricos. 

A origem da variabilidade telomérica em Asparagales pode estar relacionada com uma 

mutação no gene codificante da subunidade catalítica da telomerase (TERT). O alinhamento 

múltiplo da sequência de aminoácidos do gene TERT de espécies de Asparagales e outras 

plantas com telômeros tipo Arabidopsis revelou uma substituição candidata no grupo com 

telômero alterado, que poderia estar envolvida com essa alteração (Sýkorová et al 2006b). 

A aparente ausência de telômeros em alguns poucos cromossomos de Nothoscordum 

pode ser devida ao tamanho muito reduzido desses sinais. A hibridização in situ com o DNAr 

45S revelou que esses terminais também não possuíam sítios ribossomias. Além disso, todos os 

sítios terminais de DNAr apresentaram sítios teloméricos distais, indicando que clusters de 

sequências ribossomais não substituem as sequências teloméricas como observado em outra 

espécie de Alliaceae (Pich et al 1996). Isso sugere que a substituição de microssatélites 

teloméricos por sequências repetitivas mais longas como o DNA satélite e o DNAr 45S em 

Allium cepa ou por elementos transponíveis, como HeT-A e TART em Drosophila 

melanogaster (Abad et al 2004) são exceções. 

 

Sítios teloméricos ectópicos × translocações Robertsonianas 
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Em plantas, sítios teloméricos intersticiais associados com fusões cêntricas foram só 

raramente documentados por FISH (Schubert et al 1992; Silva et al 2006), enquanto em 

mamíferos, sítios ectópicos são bastante frequentes, o que pode estar relacionado com o 

predomínio de fusões cêntricas na evolução cariotípica desse grupo ou o tipo de fusão cêntrica, 

que mais provavelmente seria do tipo end to end (Ruiz-Herrera et al 2008). Análises de pintura 

cromossômica em Brasicaceae indicaram que „chromosome fusion‟ é sempre resultado de uma 

translocação recíproca, parecendo sempre haver perda dos braços curtos dos acrocêntricos e, 

portanto ausência de sítios teloméricos intersticiais (Shubert and Lysak 2011). Em 

Nothoscordum, os sítios ectópicos de DNA telomérico não se relacionam com variação 

displóide, nem mesmo nos casos de variação interespecífica resultantes de fusão, o que sugere 

que esses sítios ectópicos não sejam remanescentes de fusões cêntricas. 

Na grande maioria dos casos reportados em plantas os sítios teloméricos ectópicos 

foram gerados pela presença de DNAs satélites com motivos telomere-like degenerados 

(Hizume et al 1998; Kondo and Tagashira 1998; Shibata et al 2005). Nesses casos os sítios 

ectópicos foram localizados na maioria dos cromossomos formando grandes blocos 

pericentroméricos ou subteloméricos, regiões particularmente propícias ao acúmulo de 

sequências repetitivas diversas (Gill et al 2008). Nas espécies de Nothoscordum sítios 

teloméricos ectópicos foram restritos a pequenos dots na região centromérica e subtelomérica de 

alguns poucos cromossomos e hibridizados com as sondas HUSB e ATSB proporcionalmente 

aos sítios teloméricos, o que sugere que esses sítios tenham uma origem a partir dos telômeros 

verdadeiros. 

Considerando que ambas as sequências HUSB e ATSB estão presentes nos sítios 

teloméricos ectópicos é possível que o DNA telomérico tenha sido equilocalmente dispersos a 

partir dos telômeros dos braços curtos dos acrocêntricos para a região proximal dos 

cromossomos metacêntricos. Isso seria facilitado pela proximidade espacial dessas regiões no 

núcleo interfásico mitótico mantido pela orientação de Rabl ou durante a formação de bouquet 

no inicio da meiose (Schweizer and Loild 1987). A distribuição equilocal de heterocromatina é 
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amplamente conhecida em plantas (König and Ebert 1997; Zhong et al 1998) e insetos (John et 

al 1985). Essa transferência seria propiciada por mecanismos como pareamento e recombinação 

ectópica de sequências repetitivas pericentroméricas ou transposição (Pedrosa et al 2001). A 

presença de sítios ectópicos subteloméricos em N. nudicaule pode também estar relacionada 

com a presença de motivos teloméricos degenerados nessa região (Flint et al. 2007). 
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Fig. 1 – Distribuição do DNA telomérico HUSB (verde) nas espécies do gênero 

Ipheion. a, I. uniflorum; b, I. tweedieanum; c, I. recurvifolium. Cabeças de setas em a 

apontam para a região proximal do par de submetacêntrico em I. uniflorum. Barra em a 

representa 10 μm. 
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Fig. 2 – Distribuição de DNA telomérico HUSB (verde) e ATSB (azul) e dos sítios de 

DNAr 45S (laranja) em espécies da secção Nothoscordum do gênero Nothoscordum. 

Em a e b, N. montevidense 2x e 4x com um cromossomo B (inserto), respectivamente; 

c, N. felipponei; d, N. bonariense; e-f, Nothoscordum sp. hibridizada in situ 

sequencialmente com HUSB (e) e ATSB (f). Barra em f representa 10 μm. 
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Fig. 3 – Distribuição de DNA telomérico HUSB (verde) e ATSB (azul) e dos sítios de 

DNAr 45S (laranja) em espécies da secção Inodorum do gênero Nothoscordum. Em a e 

d N. gracile com 2n = 19 e 2n = 18, respectivamente. b, N. arenarium. c, N. 

macrostemon. Em e e f N. nudicaule com 2n = 19 e 2n = 18, respectivamente. Insertos 

em f mostram sinais teloméricos ectópicos. Barra em f representa 10 μm. 
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Fig. 4 – Distribuição de DNA telomérico HUSB (verde) em metáfase (a), anáfase (b) e 

intérfase (c) de Nothoscordum pulchellum. d modelo de transferência equilocal de DNA 

telomérico baseado em Schweizer e Loild (1987). Em d regiões destacadas em laranja 

delimitam a região centromérica. 
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pNg-tel2 (359bp length)  

1.........................................................................................100 
TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTT 

TAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGTTTTAGGGTTTAGGCCTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA 

GGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGATTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG 

GTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTGCGATTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 

1.....................................................60 
 

 

pNg-tel3 (444bp length)  

1.........................................................................................100 
TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAAGGTTTCGGGTATACGGTTGTCGGTG 

TTTGACCAAGTCGAGCCATGGAACTACTTAAGGGCGAAACTGACATATTATATTTTTTATATTGAAATTATTAGCACATTACATAAAATGAAAAAATGAA 

AAAAAAAAAAAAATAAGTGGAAACGGGGGGGCCAAAAAATTCATAAAAATTGGACCAAATTTTTTTCCCCCGGTTTTCCATTTTTTCGAAGGGGGAAAAA 

ATTTAAAAAATAAAAAAGGGAAAAGAAAAAGGGGAGCCACCCGGGGGCTTCCCCGGGGGGTCCCCCACCTGCGTTAACTCCCCACAACTCTAACCATTTC 

CGCCAACCTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 

1.......................................45 
 

 

pNg-tel4 (345bp length)  

1.........................................................................................100 
TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTT 

TAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGATTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA 

GGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG 

GTATAGGGTTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 

1........................................46 
 

 

pNg-tel5 (254bp length)  

1.........................................................................................100 
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTATAGGGTTTAGGGTTTAGGGT 

TTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTCGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTT 

AGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG 

1...............................................54 
 

 

pNg-tel6 (337bp length)  

1.........................................................................................100 
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTTGAGGCAAAAAAACCACGTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGC 

TCGGTACCCGGGGATCCGATTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTATAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA 

GGGTTTAGGGTTTCGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG 

GTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG 

1................................37 
 

 

Fig. 5 – Análises de sequência de cinco clones de Nothoscordum gracile mostrando ATSB 

(cinza claro) e HUSB (cinza escuro). Nucleotídios distintos dos repeats teloméricos são 

destacados em cinza claro.  
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Tabela 1 – Espécies analisadas dos gêneros Nothoscordum e Ipheion com respectivos números 

de Voucher, procedência, número cromossômico (2n), fórmula cariotípica, número fundamental 

(NF) e sítios teloméricos intersticial (ITS). 

Taxon Voucher Procedência 2n 

Fórmula 

cariotípica* 

NF ITS 

Ipheion Rafinesque       

       I. recurvifolium 

(Wright) Traub. 

MVFA 

33781 

Paso Rondán, 

Depto. Florida, 

Uruguai 

20 18A + 2SM 22 - 

       I. tweedieanum 

(Griseb.) Traub. 

MVFA 

21953 

Ruta 24, km. 45.5, 

Depto. Río Negro, 

Uruguai 

14 14A 14 - 

       I. uniflorum (Raf.) 

Traub. 

MVFA 

33773 

Ruta 26, km. 191 

Depto. Tacuarembó, 

Uruguai 

12 10A + 2SM 14 - 

Nothoscordum Kunth       

       N. arenarium Herter 
MVFA 7447  

 

Colônia Winston, 

Depto. San José, 

Uruguai 

10 6M + 4A 16 6 

       N. felipponei 

Beauverd 

MVFA 

33778 

Cerro Verdún, 

Depto. Lavalleja, 

Uruguai 

10 6M + 4A 16 - 

       

       N. macrostemon 

Kunth 

MVFA 1391 
Ruta 9, Arroyo Solís 

Grande, Depto. 

10 6M + 4A 16 2 



189 
 

 

* M = metacentric, SM = submetacentric, and A= acrocentric. 

 

Canelones, Uruguai 

       N. pulchellum Kunth - Caruarú-PE, Brasil 10 6M + 4A 16 - 

       N. montevidense 

Beauverd 

MVFA 0004 

Montevideo, 

Uruguai 

8 8M 16 - 

 

 Arroyo Quebracho, 

Depto. Paysandú, 

Uruguai 

16 + 

1B 

16M 

32 - 

       N. gracile (Ailton) 

Stearn 

MVFA 2152 São Paulo-SP, 

Brasil 

19 13M + 6A 

32 - 

  

Punta Ballena, 

Depto. Maldonado, 

Uruguai 

18 14M + 4A 32 2 

       

       N. nudicaule (Lehm.) 

Guagl. 

MVFA 1310 

Depto. Canelones, 

Uruguai 

19 13M + 6A 32 - 

   18 14M + 4A 32 7 

       N. bonariense 

Beauverd 

MVFA 2730 

Montevideo, 

Uruguai 

26 22M + 4A 48 - 

   26 21M + 5A 47 - 

       Nothoscordum sp.1 MVFA 1273 Chile 18 14M + 4A 32 - 
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Premissa do estudo O gênero Nothoscordum compreende aproximadamente 25 

espécies nativas da América do Sul e apresenta uma taxonomia complexa. O gênero foi 

dividido com base em análises morfológicas nas secções Inodorum e Nothoscordum, 

sendo que a última compreende a maioria das espécies, é morfologicamente mais 

diversificada e possui distribuição geográfica mais ampla.  

Métodos Neste trabalho é apresentada uma análise citotaxonômica das espécies 

da secção Nothoscordum baseada no número e morfologia cromossômicos e na 

localização dos sítios de DNAr 5S e 45S. Além disso, foi construída uma filogenia 

molecular baseada em sequências nucleares ITS e plastidiais trnL-trnF, atpB-rbcL, 

íntron trnG, trnS-trnG e psbA-trnH, visando analisar a relação evolutiva entre as 

espécies dessa secção.  

Resultados As análises filogenéticas revelaram a monofilia da secção 

Nothoscordum, grupo irmão da secção Inodorum. O grupo apresentou as sequências 

plastidiais bastante conservadas, enquanto as sequências nucleares ITS foram mais 

variáveis, permitindo estimar a idade da secção Nothoscordum em 3,5 MA. 

Citologicamente o grupo apresentou uma extensa diversificação, com dois números 

cromossômicos básicos, poliploidia intraespecífica e interespecífica e variabilidade no 

número e posição de sítios de DNAr 5S e 45S.  

Conclusões Todas as evidências moleculares sugerem que a secção tenha uma 

origem recente, enquanto dados cariotípicos indicam que esse grupo tenha passado por 

um período de intensa diversificação cariotípica com ampla variação no número de 

sítios de DNAr. 

Palavras chave: secção Nothoscordum, sítios de DNAr, evolução cariotípica, filogenia 

molecular. 
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INTRODUÇÃO 

O gênero Nothoscordum Kunth (Gilliesioideae, Alliaceae) compreende ~ 25 

espécies nativas da América do Sul, com centro de diversidade na região extra-tropical 

no Uruguai, norte da Argentina e sul do Brasil (Guaglianone, 1972; Howard, 1993). 

Esse gênero pertence à tribo Ipheieae, que inclui quatro outros gêneros Leucocoryne 

Lindl, Ipheion Rafinesque, Tristagma Poepp e Zoellnerallium Crosa todos 

proximamente relacionados (Crosa, 1975; Fay e Chase, 1996). As espécies de 

Nothoscordum apresentam em geral um baixo número de caracteres morfológicos 

diagnósticos, com polimorfismos morfológicos intraespecíficos, caracteres 

convergentes e formação de híbridos interespecíficos naturais (Guaglianone, 1972; 

Crosa, 1974; Souza et al., 2010; in press). Guaglianone (1972), com base nesses 

caracteres, propôs a separação do gênero em duas secções, Inodorum e Nothoscordum, 

posteriormente confirmada por Fay et al. (2006). Esta última secção compreende a 

maioria das espécies do gênero, sendo morfologicamente mais diversificada e com 

distribuição geográfica mais ampla. 

Os principais caracteres morfológicos utilizados na taxonomia das espécies da 

secção Nothoscordum são a cor das tépalas (brancas ou amarelas), presença de rizomas 

e variações na forma e tamanho de peças florais e partes vegetativas das plantas 

(Guaglianone, 1972). No entanto, alguns desses caracteres são de difícil delimitação, 

sendo necessário usar informações adicionais, principalmente dados histológicos, 

filogenéticos e citogenéticos (Crosa, 1975; Fay et al., 2006; Souza et al., 2010). O grupo 

morfologicamente melhor caracterizado da secção Nothoscordum é formado por 

espécies “unifloras” que apresentam flores isoladas (Guaglianone, 1972), constituído 

por seis espécies N. dialystemon (Guagl.) Crosa, N. felipponei Beauverd, N. hirtellum 

(Kunth) Herter, N. izaguirreae Crosa, N. marchesii Crosa, e N. vittatum (Griseb.) 
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Ravenna. Algumas dessas espécies, como por exemplo N. marchesii e N. vittatum, se 

confundem morfologicamente com as três espécies do gênero Ipheion, que são também 

“unifloras” (Guaglianone, 1972). Análises histológicas e cariotípicas, concluíram que o 

caráter “uniflora” nos dois gêneros é homoplásico (Crosa, 1975; Souza et al., 2010). 

Contudo, uma análise filogenética da subfamília Gilliesioideae, baseada em sequências 

plastidiais (rbcL, íntron trnL, trnL-F e íntron rps16) e nuclear ITS agrupou Ipheion 

dialystemon Guagl e I. hirtellum (Kunth) Traub no clado das espécies de 

Nothoscordum, sugerindo que essas espécies precisam ser taxonomicamente reavaliadas 

(Fay et al. 2006).  

O grupo taxonomicamente mais problemático da secção Nothoscordum é o 

complexo Bivalve, composto por N. bivalve (L) Britton, N. bonariense Beauverd, N. 

gaudichaudianum Kunth e N. montevidense Beauverd (Guaglianone, 1972). As espécies 

desse complexo apresentam múltiplos citótipos, com variação no nível de ploidia e 

ocorrência de híbridos naturais (Guaglianone, 1972; Crosa, 1974). Uma análise 

filogenética desse complexo baseada em marcadores moleculares plastidiais trnG e 

nucleares ITS revelou que N. bivalve, N. bonariense e N. gaudichaudianum formam um 

clado bem sustentado, enquanto N. montevidense aparece em um clado distinto, 

sugerindo que o complexo não seria monofilético (Souza et al. em preparação).  

Citologicamente todas as espécies do gênero Nothoscordum se destacam por 

apresentarem cromossomos grandes (alguns maiores que 20 m), com cariótipos 

formados por cromossomos metacêntricos (M) ou acrocêntricos (A). As espécies da 

secção Inodorum apresentam número cromossômico básico x = 5 (3M + 2A) enquanto 

as da secção Nothoscordum apresentam dois números básicos com diferentes fórmulas 

cariotípicas [x = 4 (4M) e x = 5 (3M + 2A)], com ocorrência de citótipos diploides, 

tetraploides, hexaploides e octaploides (Crosa, 1972; Nuñez et al., 1972; Souza et al. 
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2012). A análise da distribuição dos sítios de DNAr 5S e 45S por hibridização in situ 

fluorescente (FISH) tem revelado uma grande diversidade nas espécies da secção 

Nothoscordum, embora poucas espécies tenham sidos analisadas (Guerra e Felix, 2000; 

Souza et al., 2010).  

Neste trabalho foi analisada a filogenia molecular da secção Nothoscordum, 

baseada em sequências plastidiais, trnL-trnF, atpB-rbcL, intron trnG, trnS-trnG e 

psbA-trnH, e nucleares, ITS (ITS1-5.8S-ITS2), juntamente com uma análise cariotípica 

das espécies dessa secção baseada em número e morfologia cromossômica e na 

localização dos sítios de DNAr 5S e 45S. Análises similares, incluindo a distribuição 

desses sítios de DNAr, tem auxiliado na identificação dos cromossomos e detecção de 

alterações cariotípicas estruturais em uma série de gêneros (Moraes et al., 2007; Iovene 

et al., 2008).  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal – As amostras analisadas da secção Nothoscordum, coletadas na Argentina, Brasil, 

Chile, Uruguai e EUA, são apresentadas na Tabela 1. Todas as exsicatas foram depositadas no herbário 

Bernardo Rosengurtt da Facultad de Agronomía, Universidad de la República, Montevidéu, Uruguai 

(MVFA). As sequências ITS das espécies N. arenarium, N. bivalve, N. bonariense, N. felipponei, N. 

gaudichaudianum, N. gracile, N. hirtellum, N. macrostemon, N. montevidense, N. nudicaule e N. 

pulchellum e plastidial trnG para N. arenarium, N. bivalve, N. gaudichaudianum, N. hirtellum e N. 

montevidense foram disponibilizadas em uma análise filogenética prévia (Souza et al. 2012; em 

preparação) e obtidas do GenBank. 

 

Extração de DNA, amplificação e sequênciamento – As extrações de DNA foram realizadas pelo 

método de CTAB segundo Doyle e Doyle (1987). Foram analisadas as regiões plastidiais trnL-trnF 

(Taberlet et al., 1991), atpB-rbcL (Chiang e Schaal 2000), trnG intron, psbA-trnH e trnS-trnG (Hamilton 
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1999). A amplificação da região nuclear ITS foi realizada segundo Lomáscolo et al. (2008). Todos os 

fragmentos amplificados foram sequenciados em ambas direções no Instituto Pasteur (Uruguai) ou pela 

Macrogen Inc. (Coreia do Sul). As sequências analisadas serão disponibilizadas no GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

 

Alinhamento – Os cromatogramas foram editados usando o software FinchTV versão 1.4.0. Os 

alinhamentos foram gerados e editados manualmente no BioEdit Sequence Aligment Editor. No 

alinhamento da região ITS, 12 gaps foram identificados e cada um foi considerado como um único caráter 

e codificado como presença/ausência e incluído na matriz consenso das sequências. 

 

Inferência filogenética – Foram realizadas análises filogenéticas baseadas na região ITS para 43 

amostras da secção Nothoscordum. A análise das regiões plastidiais foi realizada apenas em cinco 

espécies da secção, as mesmas incluídas em um trabalho prévio (Fay et al. 2006). Ambas análises 

incluíram como grupos externos N. arenarium, N. gracile, N. macrostemon e N. nudicaule, todas da 

secção Inodorum, Tristagma graminifolia e Speea triloba. As matrizes para cada conjunto de dados e a 

matriz combinada das sequências plastidiais foram analisadas com o software PAUP* 4.0b10 (Swofford 

2003) usando uma busca heurística preliminar com tree bisection-reconnection (TBR). A árvore com 

menor número de passos foi salva e a partir dessa, foi realizada uma busca final a 5.000 sequence 

addition replicates (SAR), salvando somente árvores que tinham o número de passos menor ou igual ao 

encontrados na busca preliminar. A análise de bootstrap foi relizada para 10.000 réplicas, com 100 SAR 

dentro de cada réplica, usando TBR. 

A análise Bayesiana da região ITS foi feita separadamente para as subregiões ITS1, 5.8S e ITS2, 

determinando os modelos evolutivos para cada uma delas independentemente por máxima 

verossimilhança usando o MrModelTest (v.1.1b). O melhor modelo evolutivo para as regiões ITS1 e ITS2 

foi HKY+G, enquanto o modelo utilizado para a região 5.8S foi K80+I. A inferência Bayesiana foi 

realizada com ajuda do programa MrBayes versão 1.10. 
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Evolução de caracteres e relógio molecular – A análise de reconstrução ancestral de caracteres 

(RAC) foi realizada para caracteres morfológicos (cor das tépalas e tipo de inflorescência) e 

citogenéticos (número cromossômico básico e número cromossômico) usando o software Mesquite 

2.74 (Meddison and Meddison, 2003). A RAC foi baseada na análise da região ITS de 32 amostras 

diploides, analisadas previamente por máxima parcimônia no PAUP*. A melhor árvore, salva no formato 

NEXUS, foi analisada no software Mesquite para a construção da matriz de dados.  

 Como não existem evidências fósseis de Nothoscordum que permitam estimar a idade do gênero, 

foi utilizada uma abordagem de relaxed molecular clock que se baseia na taxa de substituições ao longo 

de um ramo numa filogenia para datar a origem desse clado (Renner, 2005). Essa estimativa foi feita para 

o nó de origem da secção Nothoscordum, baseado na taxa de substituição das regiões ITS1 e ITS2 

determinadas para plantas herbáceas (Kay et al., 2006). Foi utilizado o software DNAMLK versão 3.5c na 

função de máxima verossimilhança com relógio molecular. Como as medidas usando ITS1 e ITS2 

apresentaram valores muito congruentes, a datação foi feita com base na média desses valores.    

 

Análise cariotípica – A análise cariotípica foi realizada em 38 amostras da secção Nothoscordum. As 

amostras foram analisadas utilizando a dupla coloração com os fluorocromos cromomicina A3 (CMA) e 

4‟,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) de acordo com Souza et al. (2010). As lâminas foram analisadas em 

um microscópio de epifluorescência Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma câmera de 

video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no Adobe Photoshop CS3 versão 

10.0. As melhores lâminas foram descoradas e utilizadas para FISH.  

Foram utilizadas como sondas para localizar os sítios de DNAr um clone de DNAr 5S (D2) (Pedrosa 

et al. 2002) e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um clone de DNAr 18S-5.8S-25S (R2) (Wanzenböck et al. 

1997) e marcado com digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcações foram feitas por nick translation 

(Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com FITC 

(Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako) 

desenvolvido em camundongo. A mistura de hibridização conteve 50% formamida, 10% dextran sulfato, 

2 SSC e 5 ng/µl de cada sonda. As lâminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pós-

hibridização foram realizadas para uma estringência final de 76%.  

RESULTADOS 
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Filogenia baseada nas regiões plastidiais – A matriz combinada das regiões trnL-

trnF, atpB-rbcL, intron trnG, trnS-trnG e psbA-trnH compreendeu 3.280 caracteres. Foi 

observada uma deleção de 430 pb na região psbA-trnH exclusivamente nos 

representantes da secção Nothoscordum (Fig. 1). A análise de cada região plastidial 

isolada e a análise combinada das mesmas revelaram que a secção Nothoscordum é 

monofilética e grupo irmão da secção Inodorum. A matriz combinada das cinco regiões 

plastidiais, desconsiderando a deleção parcial de psbA-trnH na secção Nothoscordum, 

apresentou somente 34 sítios variáveis (1,03%), cuja análise por máxima parcimônia 

não permitiu revelar as relações entre as espécies da secção. A Tabela 2 resume o 

número de pares de bases e a porcentagem de variação de cada região plastidial 

individualmente.  

  

Filogenia baseada na região ITS – A matriz ITS, analisada para 43 amostras da 

secção Nothoscordum e grupos externos, foi formada por 653 pb, sendo 90 pb (13,7%) 

polimórficos. A árvore comparativa incluindo as mesmas espécies analisadas com as 

regiões plastidiais é apresentada na Fig. 1. As análises Bayesianas e de máxima 

parcimônia apresentaram árvores com topologias muito similares, dividindo a secção 

Nothoscordum em dois grandes clados, denominados de Bivalve e Hirtellum (Fig. 3).  

O clado Bivalve foi composto por sete espécies filogeneticamente bem definidas, 

N. montevidense, N. izaguirreae, N. pulchellum, N. grossibulbum, N. gaudichaudianum, 

N. felipponei e N. bonariense (Fig. 2). Além disso, N. bivalve não foi monofilética, 

aparecendoseparada em dois clados. Duas morfoespécies chilenas, Nothoscordum sp.1 e 

sp.2 também formam parte deste clado e aparecem como um grupo relacionado a N. 

felipponei, N. grossibulbum e N. gaudichaudianum. Outra morfo-espécie procedente do 
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Uruguai, Nothoscordum sp.3, apareceu proximamente relacionada a N. bonariense. 

Nothoscordum montevidense, N. izaguirreae e N. pulchellum apareceram como um 

grupo à parte dentro do clado Bivalve.  

O clado Hirtellum foi formado por N. hirtellum, N. marchesii, N. ostenii, N. 

nudum, N. minarum, N. dialystemon e N. vittatum. Dessas, N. ostenii não foi 

monofilética.  

A estimativa de datação da secção Nothoscordum se baseou na taxa de 

substituições de 3,81 × 10
9

 substituições/sítios/ano para sequências ITS determinado 

em uma gramínea e condizente com outras monocotiledôneas (Verboom et al., 2003; 

Kay et al. 2006). As análises revelaram que a secção Nothoscordum teria se originado a 

3,4 e 3,7 milhões de anos (MA), baseados em ITS1 e ITS2, respectivamente. Esses 

valores indicam que a secção teria se originado no Plioceno (5-2 MA) do período 

Quaternário.  

 

Análise citogenética – Todas as 38 amostras da secção Nothoscordum apresentaram 

cromossomos meta (M) ou acrocêntricos (A) grandes (entre 4,26 e 26,91 m) e números 

básicos x = 4 (4M) ou x = 5 (3M + 2A). Na Tabela 1 e Fig. 3 são apresentados os 

números cromossômicos e a distribuição dos sítios de DNAr nas espécies analisadas. Os 

sítios de DNAr 5S foram localizados sempre em cromossomos metacêntricos, 

predominantemente nas posições terminal e/ou proximal. Em algumas espécies foram 

observados sítios de DNAr 5S triplicados no mesmo cromossomo, em geral nas 

posições intersticial, proximal e terminal. Os sítios de DNAr 45S foram localizados 

preferencialmente na posição terminal de cromossomos metacêntricos e acrocêntricos, 

podendo ocupar os dois terminais ou somente o terminal do braço curto. Em todas as 
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espécies da secção Nothoscordum foram observadas bandas CMA
+
/DAPI


 

exclusivamente co-localizadas com os sítios de DNAr 45S. A distribuição dos sítios de 

DNAr em N. pulchellum, N. felipponei e N. hirtellum foi baseada em análises prévias 

(Guerra e Felix, 2000; Souza et al., 2010). 

Nothoscordum montevidense apresentou amostras diploides (2n = 8M) e 

tetraploides (2n = 16M) (Fig 3). Uma amostra de um tetraploide de N. montevidense 

apresentou um cromossomo B, metacêntrico e menor que os demais, com um sítio de 

DNAr 5S na região centromérica (Fig. 3D). Em N. izaguirreae, foi observado o 

cariótipo 2n = 24M (Fig. 4E). O clado formado por N. gaudichaudianum (2n = 8M e 2n 

= 16M), N. grossibulbum (2n = 20; 12M + 8A), N. felipponei (2n = 10; 6M + 4A), N. 

bonariense (2n = 26; 22M + 4A) e N. bivalve (2n = 10; 6M + 4A, 2n = 18; 14M + 4A e 

2n = 20; 12M + 8A) apresentou sítios de DNAr 5S e de DNAr 45S em diferentes 

posições cromossômicas, sendo o único clado a apresentar sítios de DNAr 5S 

triplicados (Fig. 3E e H – Fig. 4). As duas morfo-espécies chilenas Nothoscordum sp. 1 

e Nothoscordum sp. 2, ambas com 2n = 18 (14M + 4A), apresentaram sítios de DNAr 

45S adicionais na região centromérica de um e três pares de cromossomos 

metacêntricos, respectivamente (Fig. 3I - Fig. 4). As espécies do complexo Bivalve 

incluídas nesses clado, N. bivalve, N. bonariense e N. gaudichaudianum, apresentaram 

uma extensa variabilidade cariotípica, com ocorrência de diferentes citótipos (Fig. 7 e 

Tabela 1). Embora apareçam separadas em dois clados, as diferentes amostras de N. 

bivalve apresentaram distribuição similar de DNAr 5S e sítios de DNAr 45S nos braços 

curtos dos cromossomos acrocêntricos (Fig. 4). Dentre as amostras analisadas, o 

indivíduo de N. bivalve coletado no Texas-EUA se diferenciou dos materiais sul-

americanos por apresentar blocos heterocromáticos DAPI
+
 fracos na região telomérica 
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de todos os cromossomos do complemento e sítios de DNAr 45S terminais no braço 

curto de um par de metacêntricos (Fig. 4). 

No clado Hirtellum todas as espécies apresentaram 2n = 10 (6M + 4A), exceto 

duas amostras de N. ostenii (NOT 1416 e NOT 1420) que apresentaram 2n = 16M (Fig. 

3 - Fig. 4). As espécies desse clado possuem um menor número de sítios de DNAr 5S e 

um maior número de sítios de DNAr 45S, localizados nas regiões terminais e nos braços 

curtos dos acrocêntricos, respectivamente. Sítios de DNAr 45S também apareceram na 

região centromérica de todos os metacêntricos de N. marcehesii e em dois pares 

metacêntricos de N. ostenii (Fig. 3C). Embora a maioria das amostras de N. ostenii 

tenha apresentado 2n = 10, duas delas apresentaram 2n = 16 (16M). Uma das mostras 

com 2n = 16M apresentou um par de cromossomos B metacêntricos, com pequenos 

sítios de DNAr 5S e 45S na região proximal (Fig. 3G - Fig. 4). 

Variação dos caracteres morfológicos – Devido à herança biparental das sequências 

ITS e possíveis incongruências em alopoliploides, o estudo da evolução dos caracteres 

morfológicos foi feito somente com as amostras diploides. Foram plotados sobre a 

filogenia dois caracteres morfológicos importantes na taxonomia do grupo, cor das 

tépalas e tipo de inflorescência (Guaglianone, 1972). A presença de rizomas não foi 

incluída nessa análise, pois todas as espécies que apresentaram essa característica (N. 

izaguirreae, N. bonariense e algumas amostras de N. bivalve) eram poliploides.  

Dentre as espécies da secção Nothoscordum, foram observadas flores amarelas 

em N. montevidense, N. izaguirreae, N. felipponei, N. hirtellum, N. minarum, N. ostenii 

e N. dialystemon e flores brancas nas demais. Portanto, o caráter “flor amarela” ausente 

na secção Inodorum (Crosa 1996), ocorre tanto no clado Bivalve quando no clado 

Hirtellum. Das cinco amostras de N. ostenii apenas uma delas (MVFA 1416) apresentou 

flores brancas (Fig. 6).  
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DISCUSSÃO 

 

Filogenia molecular da secção Nothoscordum – A análise das sequências de DNA 

nuclear (ITS) e plastidiais (trnL-trnF, atpB-rbcL, trnG, trnS-trnG e psbA-trnH), 

principalmente a deleção de um fragmento da região não-codificante psbA-trnH, 

encontrada exclusivamente nas espécies da secção Nothoscordum, sugere que o grupo 

seja monofilético, como observado anteriormente (Fay et al. 2006). A divisão da secção 

Nothoscordum em dois clados, Bivalve e Hirtellum, foi correlacionada com o número de 

florações por ano, sendo observados duas e uma floração, respectivamente (Gualianone 

et al., 1972).  

A variabilidade extremamente baixa das regiões plastidiais na secção 

Nothoscordum pode se dever a uma diversificação muito recente do grupo, uma vez 

que, em geral a taxa de evolução da região ITS nuclear é muito mais rápida do que das 

regiões plastidias (Kress et al., 2005). A estimativa de datação baseada nas sequências 

ITS também indica uma origem recente para a secção Nothoscordum, entre 3-4 milhões 

de anos atrás, no Plioceno. Trata-se de um período mais seco e frio, com retração das 

florestas tropicais e expansão das savanas e pastagens (Mercer, 1976), condições 

favoráveis para a diversificação e dispersão de ervas como as do gênero Nothoscordum. 

De fato, uma porção substancial da diversidade de plantas atual na região Neotropical 

resultou da rápida diversificação e dispersão no período do Plioceno (Richardson et al., 

2001; Erkens et al., 2007). 

Além da distribuição descontínua na América do Norte, as amostras sul-

americanas de N. bivalve apresentaram separadas em distintos clados. Outra espécie 

filogeneticamente problemática foi N. ostenii, cujas análises moleculares, morfológicas 
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e citogenéticas revelaram se tratar de uma espécie de delimitação complexa. Nessa, são 

observadas amostras com flores brancas ou amarelas e variação de número 

cromossômico 2n = 10 ou 2n = 16. Esses dados sugerem que N. bivalve e N. ostenii 

necessitam de análises populacionais mais amplas (usando marcadores moleculares 

mais polimórficos) para se compreender melhor a diversidade e delimitação das 

mesmas.  

Embora na secção Nothoscordum exista dificuldade na circunscrição de algumas 

espécies (ver Guaglianone, 1972), a maioria dessas se mostrou filogeneticamente bem 

suportada. O grupo dos Nothoscordum com flores isoladas que havia sido transferido 

para o gênero Ipheion (Guaglianone, 1972), foi claramente relacionado às demais 

espécies do gênero Nothoscordum (Souza et al. 2010), dispersos em diferentes clados. 

Igualmente a característica cor da flor, também se mostrarou homoplásica na secção, 

contribuindo para confundir as relações filogenéticas entre essas espécies. A 

proximidade filogenética da maioria das espécies com flores isoladas (N. hirtellum, N. 

marchesii, N. dialystemon e N. vittatum) no clado Hirtellum, que compartilham ainda o 

número cromossômico 2n = 10, sugere que nessas espécies a presença de flores isoladas 

seja monofilético. Entretanto, o posicionamento de N. izaguirreae e N. felipponei no 

clado Bivalve sugere que esse caráter surgiu independentemente mais de uma vez na 

secção Nothoscordum, indicando que o mesmo é homoplásico. 

  

Análises citogenéticas: distribuição dos sítios de DNAr 5S e 45S - Os números 

cromossômicos e fórmulas cariotípicas analisadas das espécies da secção Nothoscordum 

no presente trabalho estão de acordo com os descritos anteriormente na literatura 

(Crosa, 1974; Nuñez et al., 1974; Crosa, 2006). As árvores filogenéticas obtidas com 
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dados moleculares indicam que o número cromossômico básico x = 4 é recorrente no 

gênero e deve ter se formado pelo menos três vezes na secção Nothoscordum, enquanto 

x = 5 (3M + 2A) parece ser uma caráter plesiomórfico, encontrado também em todas as 

espécies da secção Inodorum e do gênero Leucocoryne (Crosa, 1988; Souza, et al. 

2012). Portanto, considerando que cada grupo monofilético só pode ter um número 

básico na sua origem (Guerra, 2008), apenas x = 5 deve ser considerado como número 

básico da secção Nothoscordum e do gênero. Portanto, a aparente correlação entre o 

número básico x = 4 da secção Nothoscordum e x = 8 observado em Allium (Jones et al., 

1998), seria apenas uma coincidência. A recorrência do x = 4 e seus poliplóides deve-se 

provavelmente às frequentes translocações Robertsonianas, observadas inclusive em 

indivíduos isolados de N. arenarium (Souza et al., 2009) e N. gracile (Souza et al., 

2012).  

 Poliploidia intraespecífica foi encontrada aqui tanto em espécies com 2n = 8 

quanto naquelas com 2n = 10. Além disso, poliploidia interespecífica e intraespecífica 

são acompanhadas por fusões de acrocêntricos, reduzindo os números cromossômicos 

tetraploide de 2n = 10 (6M + 4A) para 2n = 18 e 2n = 19, assim como observado na 

secção Inodorum (Souza et al., 2012) e no gênero Leucocoryne (Crosa 1988). O 

tetraploide perfeito com 2n = 20 (12M + 8A) foi encontrado somente em N. bivalve, N. 

grossibulbum e Nothoscordum sp. 3. Nothoscordum bonariense com o mais alto 2n do 

grupo, é um alohexaploide derivado provavelmente do cruzamento de N. bivalve e N. 

gaudichaudianum (Souza et al. em preparação). 

A distribuição de sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos cromossomos 

acrocêntricos de ambas as secções do gênero Nothoscordum sugere que essa região de 

distribuição original desses sítios no gênero (Guerra e Felix, 2000; Souza et al., 2009; 

2010; 2012). Sítios de DNAr 45S foram também encontrados na região proximal ou 
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terminal de cromossomos metacêntricos em várias espécies da secção Nothoscordum, 

mas em nenhuma das espécies analisadas da secção Inodorum (Souza et al. 2009; 2012). 

A distribuição muito variável dos sítios de DNAr 45S com manutenção das fórmulas 

cariotípicas se deve mais provavelmente a mecanismos de dispersão da sequência de 

DNAr do que a translocações envolvendo segmentos cromossômicos maiores, 

provavelmente facilitada pela posição terminal desse sítios  (Schubert e Wobus, 1985; 

Raskina et al., 2004; Pedrosa et al., 2006). 

A secção Nothoscordum também se destaca por apresentar a maior diversidade 

no número e posição de sítios de DNAr 5S dentre as espécies da tribo Ipheieae (Souza 

et al., 2009; 2010; 2012). O incremento de diversidade em sítios de DNAr 5S pode estar 

associado à amplificação e reinserção dos genes via extra chromosomal circles 

(eccDNA) (Cohen et al., 2010), associação com retrotransposons (Raskina et al., 2004), 

bem como eventos mais gerais como duplicações, transposições e 

amplificações/desamplificações (Datson e Murray, 2006). Entretanto, a dispersão dos 

sítios de DNAr 5S exclusivamente equilocal sugere que eles tenham se dispersado por 

recombinação não-homóloga entre sítios vizinhos no espaço nuclear em meiose ou 

mitose. Uma variação similar, com múltiplos sítios equilocais foi observado na secção 

Cepa do gênero Allium (Lee et al., 1999).  

 

Conclusões – Evidências morfológicas, moleculares e citológicas sugerem que a 

secção Nothoscordum seja monofilética e bem distinta da secção Inodorum. Embora as 

duas secções do gênero Nothoscordum sejam recentes, poderiam ser alçadas a 

categorias taxonômicas mais altas, como subgêneros.  
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A taxa de mudanças cariotípicas em função do tempo é extremamente variável 

em plantas, podendo ser relativamente rápida, como a redução de 2n = 8 em 

Arabidopsis lyrata para 2n = 5 em A. thaliana, separadas há ~5 MA (Lysak et al.2006) 

ou muito lenta, como em espécies do gênero Hepatica (Weiss‐Schneeweiss et al., 2007). 

Particularmente, a taxa de mudanças na distribuição dos sítios de DNAr 45S costuma 

ser elevada, gerando homoplasias, como observada em diferentes acessos de P. vulgaris 

(Pedrosa et al., 2006). Nesse último caso, a origem recente dessa espécie (~1MA; 

Delgado-Salinas et al., 2006), sugere que esses sítios de DNAr podem evoluir e se 

dispersar muito rapidamente pelo genoma. Curiosamente, em P. lunatus, os sítios de 

DNAr se mostram notavelmente estáveis, embora com cariótipo, distribuição geográfica 

e história de cultivo similares (Almeida e Pedrosa-Harand, 2011). Na tribo Ipheieae, 

essa diversidade no número e posição de sítios de DNAr 5S e 45S é exclusiva da secção 

Nothoscordum, sugerindo que os mecanismos que limitam a variabilidade cariotípica, 

como a reprodução estritamente sexuada, tenham sido relaxadas, permitindo a 

manutenção de diferentes fusões cêntricas e dispersão de sítios de DNAr. 
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Fig. 1 – Relações filogenéticas entre as espécies da secção Nothoscordum (linhas mais 

espessas) baseadas em ITS e separação por eletroforese do produto de PCR da região 

plastidial psbA-trnH. N. montevidense (Nm), N. gaudichaudianum (Ng), N. bivalve 

(Nb), N. hirtellum (Nh), N. dialystemon (Nd), N. arenarium (Na), Tristagma sp. (T) e 

Speea triloba (S). 
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Fig. 2 – Filogenia das espécies da secção Nothoscordum baseada em sequências ITS. 

Valores sobre os clados indicam os índices de bootstrap. Cabeças de seta indicam 



213 
 

 

mudança do números cromossômicos básicos x = 5 (3M + 2A) para x = 4M. Retângulos 

em cinza delimitam as amostras de uma mesma espécie.  
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Fig. 3 – Distribuição dos sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em complementos 

cromossômicos de espécies da secção Nothoscordum. Citótipos de N. montevidense 

diploide (2n = 8M) (A-B) e tetraploides com 2n = 16M (D e F) com diferentes números 

de sítios de DNAr 5S. Nothoscordum marchesii (2n = 10, 6M + 4A) (C), N. bivalve (2n 

= 18, 14M + 4A) (E), N. ostenii (2n = 16M + 2B) (G), N. bonariense (2n = 21M + 5A) 

(H), Nothoscordum sp. 1. (2n = 18, 14M + 4A) (I). Insertos em I mostra um par de 

metacêntricos com sítios de DNAr 45S proximais e em F e G mostra cromossomos B. 

Barra em A representa 10 m. 
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Fig. 4 – Relações filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotípica das espécies 

do clado Bivalve da secção Nothoscordum. Idiogramas esquemáticos à direita 

apresentam a distribuição dos sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies 

analisadas. Cabeças de setas indicam pontos de mudança de número básico. 
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Fig. 5 – Relações filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotípica das espécies 

do clado Hirtellum da secção Nothoscordum. Idiogramas esquemáticos à direita 

apresentam a distribuição dos sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies 

analisadas. Cabeça de seta indica ponto de mudança de número básico. 
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Fig. 6 – Variação da cor da flor e tipo de inflorescência na secção Nothoscordum. As 

flores podem ser brancas (linhas brancas) ou amarelas (linhas amarelas). As flores estão 

separadas em “unifloras” (simples) ou multifloras (umbela).  
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Tabela 1 – Espécies analisadas da secção Nothoscordum com locais de coleta, número cromossômico (2n), fórmula cariotípica, número fundamental (NF) e 

distribuição dos sítios de DNAr 5S e 45S por complemento cromossômico. Os dados cariotípicos dos grupos externos foram reproduzidos de publicações 

prévias (Souza et al., 2009; 2010; em preparação). 

 

C
la

d
o

 

Espécie Procedência 
Código da 

amostra 
2n 

Fórmula 

cariotípica 
NF 

Sítios de DNAr 

5S  45S 

          

B
iv

a
lv

e 

N. montevidense Beauverd Montevidéu, Uruguai NOT 1300 8 8M 16 2  6 

 Montevidéu, Uruguai NOT 1458 8 8M 16 6  6 

 Ruta 5, Florida, Uruguai NOT 1443 8 8M 16 4  6 

 Montevidéu, Uruguai NOT 1457 8 8M 16 6  6 

 Montevidéu, Uruguai NOT 1444 16 16M 32 8  8 

 Montevidéu, Uruguai NOT 1443 16 + 

1B 

16M 32 10  8 

         

N. izaguirreae Crosa Rio Santa Lucía, Lavalleja, 

Uruguai 

NOT 1160 24 24M 48 14  10 

         

N. pulchellum Kunth Caruarú-PE, Brasil NOT PUL 10 6M + 4A 16 2  2 
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N. grossibulbum Beauverd Cerro Pan de Azucar, 

Maldonado, Uruguai 

NOT 1039 20 12M + 8A 32 8  12 

         

N. gaudichaudianum 

Kunth 

Uruguai NOT 1408 8 8M 16 4  6 

 Uruguai NOT 1327 8 8M 16 6  6 

 Arrojo Comvoy, 33, 

Uruguai 

NOT 1320 16 16M 32 4  10 

         

N. felipponei Beauverd Minas, Lavalleja, Uruguai NOT 1173 10 6M + 4A 16 8  12 

         

N. bonariense Beauverd Montevidéu, Uruguai NOT FAG 26 22M + 4A 48 16  4 

 Pajas Blancas, 

Montevidéu, Uruguai 

NOT PB 26 22M + 4A 48 14  4 

 Arroyo Taquiary, Serro 

Largo, Uruguai 

NOT 1369 26 22M + 4A 48 14  4 

  Montevidéu, Uruguai NOT 1715 26 21M + 5A 47 11  4 

          

B
iv

a
lv

e N. bivalve (L.) Britton Sierra de Mahoma, Depto. 

San José, Uruguai 

NOT 1349 10 6M + 4A 16 6  4 

 Bella Union, Artigas, 

Uruguai 

NOT 1428 10 6M + 4A 16 4  4 
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 Ruta 30 km 38, arroyo Tira 

Poncho 

NOT 1427 18 14M + 4A 32 10  4 

  NOT 1442 20 12M + 8A 32 12  8 

 Bella Union, Artigas, 

Uruguai 

NOT 1429 20 12M + 8A 32 12  8 

 Texas, EUA NOT 1473 18 14M + 4A 32 10  6 

         

Nothoscordum sp. 1 Chile NOT IAN 18 14M + 4A 32 10  6 

         

Nothoscordum sp. 2 Chile NOT 1247 18 14M + 4A 32 10  10 

         

Nothoscordum sp. 3 Algorta Ruta 90, 

Paysandú, Uruguai 

NOT 1241 10 6M + 4A 16 ?  4 

   NOT 1387 20 12M + 8A 32 ?  ? 

   NOT 1211 10 6M + 4A 12 ?  8 

          

H
ir

te
ll

u
m

 

N. hirtellum (Kunth) Herter Sierra de las Ánimas, 

Maldonado, Uruguai 

NOT 156 10 6M + 4A 16 2  14 

         

N. marchesii Crosa Sierra de San Miguel, 

Rocha, Uruguai 

NOT 1153 10 6M + 4A 16 4  24 
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N. ostenii Beauverd Uruguai NOT 409 10 6M + 4A 16 2  10 

 Cuidad de Melo, 

Taquarembó, Uruguai 

NOT 1303 10 6M + 4A 16 4  18 

 

 Arroyo del Perdido, 

Minas, Uruguai 

NOT 1420 10 6M + 4A 16 2  10 

 San Carlos, Maldonado, 

Uruguai 

NOT 1455 16 +2B 16M  16 4  10 

 Argentina NOT1246 16 16M  16 4  10 

         

N. nudum Beauverd Lavalleja, Uruguai NOT 1342 10 6M + 4A 16 4  12 

         

N. minarum Beauverd Minas, Uruguai NOT 1480 10 6M + 4A 16 2  10 

         

N. vittatum (Griseb) Ravenna Uruguai NOT 311 10 6M + 4A 16 2  12 

         

N. dialystemon (Guagl) Crosa Ruta 3 km 175, Uruguai NOT 1377_9 20 12M + 8A 32 ?  ? 
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Tabela 2 – Loci plastidiais e nucleares analisados para filogenia molecular da secção 

Nothoscordum e a variabilidade de sequências para cada região. 

 

Locus Comprimento da 

sequência  (pb) 

Sítios informativos 

para parcimônia 

(pb) 

Divergência das 

sequências (%) 

atpB-rbcL 775 4 0,51 

trnL-trnF 914 6 0,65 

psbA-trnH 155* 5 3,22 

trnG 706 9 1,27 

trnS-trnG 730 10 1,36 

ITS 653 90 13,78 

                                     * Considerando a deleção de 430 bp 
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Capítulo VI - Evidências cito-moleculares revelam duas linhagens 

divergentes de espécies tetraplóides no gênero Leucocoryne Lindl 

(Gilliesioideae, Alliaceae) 
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Resumo Leucocoryne é um gênero endêmico do Chile, formado por aprox. 14 espécies. 

A maioria das espécies desse gênero apresenta uma redução de seis para três estames 

férteis quando comparado às demais espécies da tribo Ipheieae (Gilliesioideae, 

Alliaceae). Entretanto, algumas espécies conservam todos os estames férteis, o que 

levou alguns autores a agrupar-las num gênero à parte, Pabellonia. Considerando que os 

gêneros da tribo Ipheieae diferem geralmente entre si por mudanças no número 

cromossômico básico e em outros caracteres cariotípicos, foi feita uma análise 

citotaxonômica detalhada de espécies de Leucocoryne, com “três estames” (L. 

appendiculata, L. coquimbensis, L. ixioides, L. talinensis, L. vitatta e L. violascens) e 

“seis estames” (L. dimorphopetala e L. narcisoides). As espécies com “três estames” 

foram diploides com 2n = 10 (6M + 4A) ou tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A), 

enquanto as espécies com “seis estames” foram tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A) 

ou 2n = 19 (13M + 6A). Os sítios de DNAr 45S foram sempre localizados em todos os 

braços curtos dos cromossomos acrocêntricos dos diploides e tetraploides. Entre as 

espécies com “três estames” se observaram sítios de DNAr 5S em um e dois ou quatro 

pares de cromossomos metacêntricos nos diploides e tetraploides, respectivamente. As 

duas espécies de “seis estames” também apresentaram quatro pares de sítios de DNAr 

5S, porém distribuídos em metacêntricos e acrocêntricos. Somados às diferenças 

morfológicas e dados de distribuição geográfica, principalmente o número de estames, 

esses dados sugerem que essas espécies formem um clado a parte, embora as diferenças 

citológicas encontradas sejam de baixa magnitude e por si só não justifiquem a 

formação de um gênero a parte.  

 

Palavras-chave Citotaxonomia • sítios de DNAr • bandas CMA
+ 

• Leucocoryne • 

Pabellonia• Tribe Ipheieae 
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Introdução 

 

Leucocoryne Lindl é um gênero endêmico do Chile, formado por aprox. 14 

espécies distribuídas entre as latitudes 20° e 37°S com maior diversidade na zona 

mediterrânea árida/semi-árida no norte do país (Zoellner 1972; Mansur and Cisternas 

2005). O gênero apresenta uma grande variabilidade na morfologia floral, especialmente 

na cor, forma e tamanho das tépalas (Zoellner 1972). Essa diversidade fenotípica aliada 

à presença de flores vistosas, hábito perene e fácil cultivo em jarros tornam o gênero 

particularmente interessante do ponto de vista ornamental (Mansur 2002). 

Uma das características morfológicas que distingue Leucocoryne dos demais 

gêneros da tribo Ipheieae é presença de um tubo floral formado por seis tépalas 

concrescidas em sua parte inferior com seis lacínias em duas séries, três interiores 

formados por três estames funcionais e três exteriores em forma de estaminódios 

vistosos e de cor/tamanho variável (Zoellner 1972). Zoellner (1973) excluiu do gênero 

Leucocoryne as espécies L. oxypetala Phil e L. incressata Phil, por possuírem seis 

estames férteis no tubo floral, criando um novo gênero, Chrysocoryne Zoellner. 

Entretanto, como esse nome já era utilizado para um gênero de Asteraceae, o mesmo foi 

renomeado Pabellonia Quezada & Martic (Quezada e Marticorena 1976). Crosa (1988) 

considerou essa variação no número de estames funcionais insuficiente para criar um 

novo gênero. Outros autores reconheceram esse grupo de espécies com “seis estames” 

como subgênero Stemmatium (Phil) Ravenna ou secção Stemmatium (Phil) Grau 

(Ravenna 1978, 2003; Grau, 1991). Uma análise filogenética baseada em regiões 

plastidiais rbcL, íntron trnL, trnL–F e íntron rps16 e nuclear ITS concluíram que o 

gênero Leucocoryne sensu lato (sl) é monofilético e que as espécies de “seis estames” 
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formavam um clado irmão das espécies com “três estames”, embora tenha amostrado 

poucas espécies (Fay et al. 2006).  

Considerando que os gêneros da tribo Ipheieae diferem geralmente entre si por 

mudanças no número cromossômico básico e em outros caracteres cariotípicos (Souza 

et al. 2010), uma análise citotaxonômica poderia esclarecer as relações entre 

Leucocoryne e Pabellonia. Essas espécies, assim como nas demais Gilliesioideae, 

apresentam cromossomos grandes (alguns maiores que 20 m), predominantemente 

metacêntricos (M) ou acrocêntricos (A) com diplóides apresentando 2n = 10 (6M + 4A) 

e tetraplóides 2n = 18 (14M + 4A) provavelmente devido a uma fusão cêntrica em um 

cariótipo com 2n = 20 (12M + 8A) (Crosa 1988; Araneda et al. 2004). Na zona de 

contato entre populações naturais de L. purpurea Gay (2n = 10) e L. coquimbensis F 

Phil (2n = 18) foram observadas plantas com o fenótipo intermediário e 2n = 14 (10M + 

4A) ou 2n = 22 (17M + 5A) sugerindo a ocorrência de hibridação interespecífica natural 

(Salas e Mansur 2004). Embora todas as espécies de “seis estames” sejam tetraplóides, 

algumas espécies com “três estames” também são, o que revela que apenas a análise de 

número e morfologia cromossômica não permite distinguir esses grupos (Crosa 1988). 

Em outros gêneros da tribo Ipheieae, a análise da distribuição de bandas 

heterocromáticas reveladas pelos fluorocromos cromomicina A3 (CMA) e 4‟,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) e dos sítios de DNAr 5S e 45S por hibridização in situ 

fluorescente (FISH) tem contribuído para um melhor entendimento da citotaxonomia 

desses grupos (Souza et al. 2009; 2010). Nesse trabalho foi feita uma análise 

citotaxonômica das espécies do gênero Leucocoryne sensu lato baseada em número e 

morfologia cromossômica, dupla coloração com os fluorocromos CMA e DAPI e 

distribuição de sítios de DNAr 5S e 45S.  
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Material e Métodos 

Material vegetal 

Foram analisadas nove espécies do gênero Leucocoryne sensu lato sendo sete de “três 

estames” (L. appendiculata Phil, L. coronata Ravenna, L. coquimbensis, L. ixioides 

Lindl, L. talinensis Mansur & Cisternas, L. vitatta Ravenna e L. violascens Phil) e duas 

de “seis estames” (L. dimorphopetala e L. narcissoides). As amostras de L. talinensis, L. 

ixioides, L. narcissoides e L. appendiculata foram coletadas no Chile (Tabela 1), 

enquanto as demais foram obtidas de um fornecedor comercial de plantas ornamentais 

chilenas (www.chileflora.com) e tiveram sua identificação confirmada com base em 

análise morfológica dessas plantas em cultivo. Os locais de coleta e espécies analisadas 

são apresentados na Tabela 1. Os vouchers foram depositados no Herbário da Faculdad 

de Agronomía, Universidad de la República, Montevidéu, Uruguai (MUFA). 

 

Bandeamento com fluorocromos e FISH 

Pontas de raízes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24 

horas a 10 ºC, fixadas em etanol:ácido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas a temperatura 

ambiente e armazenadas a –20 ºC. As raízes fixadas foram lavadas em água destilada e 

digeridas em solução de celulase (Onozuka) 2% (w/v)pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 

37 ºC por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de ácido acético 45% e a 

lamínula foi removida em nitrogênio líquido. O bandeamento CMA e a FISH foram 

realizados de acordo com Souza et al. (2009). 

Para a técnica de dupla coloração com os fluorocromos CMA/DAPI, lâminas 

envelhecidas por três dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e 
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subsequentemente com DAPI (1 µg/ml) por 30 min. As lâminas foram montadas em 

tampão McIlvaine pH 7.0: glicerol (1:1) e envelhecidas por três dias antes da análise em 

um microscópio de epifluorescência Leica DMLB. As imagens foram capturadas com 

uma camera de video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no 

Adobe Photoshop CS3 versão 10.0. 

Foram utilizadas como sondas para localizar os sítios de DNAr, um clone DNAr 

5S (D2) com 500 pb obtido de Lotus japonicus e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um 

clone 18S-5.8S-25S (R2) com 6.5 kb obtido de Arabidopsis thaliana e marcado com 

digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcações foram feitas por nick translation (Roche). 

A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugado com 

FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e o sinal foi amplificado com anticorpo anti-

ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. A mistura de 

hibridização conteve 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2 SSC e 5 ng/µl de cada 

sonda. As lâminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pós-hibridização 

foram realizadas para uma estringência final de 76%. As imagens das melhores células 

foram capturadas como descrito previamente. 
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Resultados 

 

As espécies de Leucocoryne apresentaram cariótipos formados por cromossomos 

metacêntricos (M) e acrocêntricos (A), com o número cromossômico básico x = 5 (3M 

+ 2A). Os números cromossômicos e as fórmulas cariotípicas dessas espécies foram 

idênticos ao previamente reportado para complementos diploides e tetraploides (Crosa, 

1988), exceto o cariótipo de L. narcisoides (2n = 19; 13M + 6A) que não havia sido 

descrito anteriormente. A dupla coloração com os fluorocromos CMA e DAPI revelou 

bandas CMA
+
/DAPI


 localizadas nos braços curtos de todos os cromossomos 

acrocêntricos (Fig. 1a). Adicionalmente foram observados blocos CMA

/DAPI

+
 

adjacentes à banda CMA
+
 no braço curto de um e dois cromossomos acrocêntricos de L. 

ixioides (Fig. 1b) e L. violascens (Fig. 1c), respectivamente. Essas bandas DAPI
+
 

pareceram corresponder aos blocos de cromatina condensados localizados nos núcleos 

interfásicos próximos ao nucléolo (Fig. 1d). Os sítios de DNAr 45S foram co-

localizados com as bandas CMA
+
 dos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos em 

todas as espécies analisadas (Fig. 1-2).  

Três espécies com “três estames” foram diplóides, L. coquimbensis, L. purpurea 

e L. vittata, com 2n = 10 (6M + 4A) e distribuição de DNAr muito similares (Fig. 1a). 

Nessas, os sítios de DNAr 5S foram localizados na região terminal de um par de 

cromossomos metacêntricos (Fig. 1a). Em um indivíduo de L. coquimbensis foi 

observada a presença de sítios de DNAr 5S duplicados em um dos cromossomos do par 

de homólogos (Fig. 1a). Leucocoryne coquimbensis apresentou um citótipo tetraploide 

com 2n = 18 (14M + 4A) e uma duplicação exata no número de sítios de rDNA 5S.  

Dentre os tetraplóides, L. appendiculata, L. coronata, L. dimorphopetala, L. 

ixioides, L. talinensis e L. violascens apresentaram 2n = 18 (14M + 4A) e L. narcisoides 
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apresentou 2n = 19 (13M + 6A). Apenas L. ixioides e L. violascens apresentaram sítios 

de rDNA 5S na região terminal de dois pares de cromossomos metacêntricos, portanto 

uma exata duplicação em relação às espécies diploides (Fig. 1b). Leucocoryne coronata 

apresentou um par de metacêntricos com sítios de DNAr 5S intersticiais e um par de 

acrocêntricos com sítios de DNAr 5S duplicados, localizados na região interticial do 

braço longo e no braço curto (Fig. 1e).  

Nos tetraplóides com “três estames” L. talinensis e L. appendiculata, bem como 

nos tetraploides com “seis estames”, L. dimorphopetala e L. narcisoides, foi observada 

uma duplicação no número de sítios de DNAr 5S em relação aos demais tetraplóides. 

Em L. talinensis e L. appendiculata apresentaram o sítios de DNAr 5S na região 

terminal de dois pares de cromossomos metacêntricos e na região intersticial de outros 

dois pares de metacêntricos (Fig. 1f-g). As espécies de “seis estames” L. 

dimorphopetala e L. narcisoides apresentaram o mesmo número de sítios de DNAr 5S 

das demais, porém distribuídos em cromossomos metacêntricos e acrocêntricos. Nessas 

foram observados um e três cromossomos acrocêntricos portadores de sítios de DNAr 

5S, respectivamente (Fig. 1h-i). Leucocoryne narcisoides (2n = 19; 13M + 6A), que 

apresentou o cariótipo alterado em relação aos demais tetraplóides, com sítios de DNAr 

45S nos braços curtos dos acrocêntricos extras.  

Esses dados sugerem três grupos citologicamente distintos dentro de 

Leucocoryne: diplóides com um par de sítios de DNAr 5S (L. coquimbensis, L. 

purpurea e L. vittata), tetraplóides com quatro pares de sítios de DNAr 5S (L. coronata, 

L. ixioides e L. violascens) e tetraplóides com oito pares de sítios de DNAr 5S (L. 

appendiculata, L. dimorphopetala, L. narcisoides e L. talinensis) (Fig. 2). Os diplóides 

se encontram distribuídos na Região IV do Chile, os tetraplóides mais ao sul entre as 

Regiões IV e VIII e os tetraplóides com sítios de 5S duplicados mais ao norte entre as 
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Regiões I e IV (Fig. 3). Idiogramas e principais mudanças de número e posição de sítios 

de DNAr nas espécies de Leucocoryne são apresentados na Fig. 2.  
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Discussão 

 

As espécies de Leucocoryne apresentam número e morfologia cromossômica 

muito semelhante ao observado nas espécies do gênero Nothoscordum da secção 

Inodorum, com diploides apresentando 2n = 10 (6M + 4A) e tetraploides 2n = 18 (14M 

+ 4A) (Crosa 1988; Souza et al. 2012). O cariótipo 2n = 18 dos tetraploides dos dois 

gêneros parece representar uma redução disploide do cariótipo esperado 2n = 20 (12M + 

8A), devida a uma fusão cêntica. Em algumas espécies do complexo Inodorum do 

gênero Nothoscordum parece haver uma seleção a favor dos cariótipos com 2n = 19 

(13M + 6A), recorrente e amplamente distribuído pela América do Sul com poucas 

populações apresentando 2n = 18 (14M + 4A) (Souza et al. 2012). A ocorrência de 2n = 

19 em N. narcissoides, ao invés de 2n = 18 (Arenada et al. 1988), sugere um caso 

similar de vantagem do heterozigoto estrutural para fusão/fissão cêntrica. O cariótipo 2n 

= 19 (13M + 6A) em Leucocoryne e Nothoscordum constitui uma homoplasia rara na 

evolução desses gêneros separados por diversas características morfológicas, 

filogenéticas e biogeográficas. Em Leucocoryne como em outros grupos de plantas foi 

observada uma maior variabilidade na distribuição de sítios de DNAr nos tetraploides 

que nos diploides relacionados, o que pode ser promovido pelo estresse genômico 

decorrentes da poliploidização ou pela progressiva inativação e eliminação de alguns 

sítios de DNAr durante o processo de diploidização dos poliploides (Hasterok et al. 

2006; Lim et al. 2007; Pellicer et al. 2010).  

Nos tetraplóides de “três estames” L. ixioides e L. violascens a presença 

exclusiva de bandas DAPI
+
 em um par de acrocêntricos sugere que essas espécies que 

compartilham o mesmo número e posição de sítios de DNAr 5S e a mesma distribuição 

geográfica (Muñoz and Moreira 2000) sejam mais proximamente relacionadas. De 
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forma semelhante, os tetraploides L. appendiculata, L. dimorphopetala, L. narcisoides e 

L. talinensis, que apresentam o mesmo número de sítios de DNAr 5S, compartilham 

distribuição geográfica similar (Muñoz and Moreira 2000) e formam um grupo mais 

relacionado entre si. Desses, as espécies com “seis estames” L. dimorphopetala e L. 

narcisoides foram as únicas a apresentar sítios de DNAr 5S em cromossomos 

acrocêntricos. Tendo em vista que elas conservam o número e posição dos sítios de 

DNAr em relação a L. appendiculata e L. talinensis, a transferência desses sítios para 

cromossomos acrocêntricos deve ter se dado por translocações recíprocas envolvendo 

braços cromossômicos inteiros (Fig. 3). Em populações naturais de Nothoscordum 

arenarium foi observado um indivíduo com uma translocação recíproca que transferiu o 

sítio de DNAr 5S de um cromossomo metacêntrico para um acrocêntrico (Souza et al. 

2009). Uma translocação semelhante foi observada em um indivíduo de N. gracile, 

nesse caso caracterizada por uma banda CMA
+
, presente no braço longo dos 

acrocêntricos transferida para um cromossomo metacêntrico (Souza et al. 2012). Outras 

possibilidades para explicar a mudança na posição de sítios de DNAr 5S são sua 

associação com chromosomal circles (eccDNA) (Cohen et al. 2010) ou retrotransposons 

(Raskina et al. 2004), mas a conservação da sua posição em todos os casos reforça a 

primeira hipótese. 

A grande maioria das espécies de Leucocoryne está distribuída entre as Regiões 

IV e V do Chile (Muñoz e Moreira 2000), que deve corresponder ao centro de origem 

do gênero. Nessa região são encontrados todos os diploides analisados, enquanto os 

tetraploides se distribuem mais ao sul, chegando até a Região VIII (L. ixioides, L. 

violascens e L. coronata) ou mais ao norte, se aproximando do deserto do Atacama (L. 

dimorphopetala, L. narcisoides, L. talinensis e L. appendiculata). As espécies 

tetraplóides distribuídas mais ao norte compartilham o número mais elevado de sítios de 
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DNAr 5S que os tetraplóides do sul, sugerindo que existam duas linhagens distintas de 

tetraploides no gênero Leucocoryne.  

As espécies da família Alliaceae apresentam caracteristicamente seis estames 

funcionais (Rudall et al. 2006), com exceção da maioria das espécies de Leucocoryne 

que apresenta três estames funcionais e três convertidos em estaminódios (Zoellner 

1972). A conservação dos seis estames funcionais em L. narcissoides, L. oxypetala, L. 

incressata e L. dimorphopetala sugere que essas espécies sejam mais basais no gênero 

(Zoellner 1973). Diferentes análises filogenéticas revelaram que as espécies de seis 

estames formam um grupo monofilético, mas não deixa clara a posição mais 

plesiomórfica dessas espécies (Fay et al. 2006). Uma série de características citológicas 

aproximam as espécies de “seis estames” de espécies de “três estames”, principalmente 

L. talinensis e L. appendiculata, como o número e posição de sítios de DNAr 45S e a 

duplicação no número de sítios de DNAr 5S. Esses dados, somados às evidências 

filogenéticas (Fay et al. 2006), morfológicas (Zoellner 1973) e biogeográficas, sugerem 

que as espécies de “seis estames” pertençam a um subgrupo que divergiu dentro do 

gênero Leucocoryne, podendo ser enquadrado em uma categoria taxonômica 

infragenérica, como o subgênero ou secção Stemmatium (Ravenna 1978; Grau 1991). 
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Fig. 1 – Distribuição de heterocromatina e sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em 

complementos cromossômicos das espécies de Leucocoryne. a, L. coquimbensis (2n = 10; 6M + 
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4A). b, L. ixioides (2n = 18; 14M + 4A). c-d, prometáfase (c) e núcleo interfásico (d) de L. 

violascens (2n = 18; 14M + 4A) corado com CMA (amarelo) e DAPI (azul). e, L. coronata (2n 

= 18; 14M + 4A). f, L. talinensis (2n = 18; 14M + 4A). g, L. appendiculata (2n = 18; 14M + 

4A). h, L. dimorphopetala (2n = 18; 14M + 4A). i, L. narcissoides (2n = 19; 13M + 6A). 

Insertos em a mostram a co-localização entre o DNAr 45S e as bandas CMA e em e mostram 

sítios de DNAr 5S duplicados em um cromossomo acrocêntrico. Setas apontam para os sítios de 

DNAr 5S nos cromossomos acrocêntricos e cabeças-de-setas para os menores sítios de DNAr 

45S. Barra em a representa 10 m.  

 

 

Fig. 2 – Idiogramas esquemáticos das espécies analisadas de Leucocoryne e suas 

respectivas distribuições geográficas. Linha vermelha nos idiogramas e mapa circunda 

as espécies diplóides, verde as tetraploides com poucos sítios de DNAr 5S e a azul as 
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tetraplóides com maior número de sítios de DNAr 5S. As espécies de “seis estames” são 

indicadas com um asterisco. Nos idiogramas os sítios de DNAr 5S são indicados em 

vermelho, o DNAr 45S em verde e as bandas DAPI em azul escuro. Pares 

heteromórficos são identificados por uma barra abaixo dos cromossomos. Em L. 

narcisoides três cromossomos (1M + 2A) não puderam ser agrupados em pares e foram 

representados numa caixa cinza. Mapa com a distribuição das espécies modificado de 

Muñoz and Moreira (2000). 

 

 

Fig. 3 – Esquema de rearranjo cromossômico promovendo mudanças na posição dos 

sítios de DNAr 5S (vermelho) e manutenção do DNAr 45S (verde). a, condição 

ancestral em cromossomos de Leucocoryne com sítios de DNAr 5S em cromossomos 

metacêntricos; b, translocação recíproca promovendo a troca entre braços 

cromossômicos não homólogos; c, condição derivada de sítios de DNAr 5S em um 

cromossomo acrocêntrico. Note que o rearranjo cromossômico não alterou a posição do 

sítio de DNAr 45S. 
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Tabela 1- Espécies analisadas do gênero Leucocoryne com suas respectivas 

procedências, número cromossômico (2n), fórmula cariotípica e número fundamental 

(FN). 

 

Espécie Procedência 2n 
Fórmula 

cariotípica 
FN 

“três estames”     

   L. coquimbensis F Phil Ruta 5 Norte km. 78, V 

Region, Chile 

10 6M + 4A 8 

   L. purpurea Gay Mineral de Talca, IV Region, 

Chile 

10 6M + 4A 8 

   L. vittata Ravenna Los Vilos, IV Region, Chile 10 6M + 4A 8 

   L. ixioides Lindl. Cuesta Chada, VI Region, 

Chile 

18 14M + 4A 16 

   L. violascens Phil Calavera, V Region, Chile 18 14M + 4A 16 

   L. coronata Ravenna Carizalillo, IV Region, Chile 18 14M + 4A 16 

   L. appendiculata Phil Canto de Agua, III Region, 

Chile 

18 14M + 4ª 16 

   L. talinensis Mansur & 

Cisternas 

Ovalle, Região IV, Chile  

 
18 14M + 4A 16 

“Seis estames”     

   L. dimorphopetala (Gay) 

Ravenna  

Llanuras de Tofo, IV Region, 

Chile 

18 14M + 4A 16 

   L. narcissoides (Phil.) 

Ravenna  

Santiago, Chile  19 13M + 6A 16 
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Resumo A tribo Ipheieae é composta pelos gêneros Leucocoryne, Ipheion, 

Nothoscordum e Tristagma. Recentemente foi descrito um novo gênero, Zoellnerallium, 

cujas relações com os demais gêneros da tribo é incerta. As espécies dessa tribo 

apresentam uma grande diversidade cariotípica, principalmente gerada por 

translocações Robertsonianas e poliploidia. Esse trabalho teve por objetivo determinar 

as relações filogenéticas das espécies do gênero Zoellnerallium com os demais gêneros 

da tribo Ipheieae com base em sequências plastidiais trnG e nucleares ITS. Além disso, 

foi feita uma análise cariotípica baseada em número cromossômico, fórmula cariotípica, 

distribuição de bandas CMA e DAPI e sítios de DNAr 5S e 45S. As análises 

filogenéticas revelaram que todos os gêneros da tribo Ipheieae são monofiléticos, 

inclusive Zoellnerallium que é grupo irmão de Leucocoryne. Esses gêneros 

compartilham o mesmo número fundamental NF = 16, o que sugere que uma 

divergência cariotípica por translocações Robertsonianas com surgimento de sítios de 

DNAr 45S no braço curto dos cromossomos acrocêntricos. Uma diversificação 

cariotípica similar ocorreu na origem do gênero Ipheion, sugerindo que as múltiplas 

fissões podem ter levado ao isolamento de linhagens e, provavelmente, à formação de 

novos gêneros na tribo Ipheieae. 

 

Palavras chave: tribo Ipheieae, translocações Robertsonianas, Zoellnerallium, sítios de 

DNAr, evolução cariotípica 
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Introdução 

 

Zoellnerallium Crosa é um pequeno gênero da tribo Ipheieae (Gilliesioideae, 

Alliaceae) formado por apenas duas espécies, Z. andinum (Poepp) Crosa e Z. serenense 

(Ravenna) Crosa, distribuídas em regiões montanhosas do Chile e Argentina (Crosa, 

1975; 2004). A tribo inclui ainda os gêneros Leucocoryne Lindl, Ipheion Rafinesque, 

Nothoscordum Kunth e Tristagma Poepp (Fay e Chase, 1996), com os quais 

Zoellnerallium apresenta estreita relação e compartilha muitos caracteres morfológicos 

(Crosa, 1975). 

As duas espécies de Zoellnerallium estavam anteriormente incluídas no gênero 

Nothoscordum, N. andinum e N. serenense. Os principais caracteres que levaram à 

criação desse novo gênero foram a presença em Z. andinum e Z. serenense de catafilos 

violáceos e um cariótipo único na tribo. Essas espécies apresentam o número 

cromossômico 2n = 24, com quatro pares de cromossomos metacêntricos (M) maiores 

(~ 14 m), oito pares de acrocêntricos (A) menores (~ 4 m) e número fundamental 

(número de braços cromossômicos por conjunto monoploide) NF = 16 (Crosa, 1975; 

2004). As espécies de Nothoscordum apresentam cromossomos maiores (até ~ 22 m), 

com números cromossômicos 2n = 8 (8M), 2n = 10 (6M + 4A) ou poliploides desses e 

número fundamental NF = 8 ou múltiplos de 8 (Crosa 1972). Contudo, Ravena (1978, 

2000) considerou que esses caracteres eram insuficientes para a criação de um novo 

gênero e que Z. andinum e Z. serenense deveriam permanecer no gênero Nothoscordum.  

O número fundamental NF = 16 de Zoellnerallium é encontrado apenas nos tetraploides 

de Nothoscordum e Leucocoryne, o que sugere que Zoellnerallium seria um tetraploide 

e esses três gêneros poderiam estar cariotipicamente relacionados (Crosa 2004).  
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Análises filogenéticas, baseadas em sequências nucleares e plastidiais, 

associadas com dados cariotípicos estruturais, como a distribuição de heterocromatina e 

de sítios de DNAr, têm se mostrado importantes para esclarecer relações taxonômicas 

dentro de diversos gêneros, como em Paphiopedilum (Lan e Albert, 2012), Hypochaeris 

(Ruas et al. 2005) e vários outros. Na tribo Ipheieae a separação entre os gêneros 

Ipheion e Nothoscordum foi melhor evidenciada por uma combinação de dados 

morfológicos e citogenéticos (Crosa 1975; Souza et al. 2010). O presente trabalho teve 

por objetivo determinar as relações filogenéticas entre as espécies do gênero 

Zoellnerallium e os demais gêneros mais proximamente relacionados Nothoscordum e 

Leucocoryne. Para isso foram comparadas as sequências plastidiais trnG e nucleares 

ITS1-5.8S-ITS2, combinadas com dados cariotípicos, incluindo número, morfologia e 

tamanho cromossômico, distribuição de bandas heterocromáticas e sítios de DNAr 5S e 

45S.  

 

Material e Metodos 

Material vegetal 

Os locais de coleta e espécies analisadas são apresentados na Tabela 1. Os 

vouchers de herbário foram depositados no Herbário da Faculdad de Agronomía, 

Universidad de la República, Montevidéu, Uruguai (MVFA). Para as análises 

filogenéticas foram incluídos representantes dos gêneros Nothoscordum (3), 

Leucocoryne (2) e Zoellnerallium (2). Como grupo externo foi incluído na análise 

Ipheion recurvifolium (ver Tabela 1).  

 

Análises filogenéticas  
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As extrações de DNA foram realizadas pelo método CTAB segundo Doyle e 

Doyle (1987). A amplificação do íntron plastidial trnG foi baseada em Hamilton (1999) 

e da região nuclear ITS baseada em Lomáscolo et al. (2008). Todos os fragmentos 

amplificados foram sequênciados em ambas as direções no serviço de sequênciamento 

do Institut Pasteur de Montevidéu (Uruguai). As sequências obtidas foram editadas no 

software Sequencher versão 4.8 (GeneCodes Corp., Ann Arbor, Michigan, USA). Os 

alinhamentos foram realizados usando Clustal-W implementado no programa BioEdit 

versão 6.0.5 e melhorados manualmente. As regiões plastidial e nuclear foram 

analisadas separadamente e em combinação. Todas as sequências analisadas foram 

disponibilizadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

As análises de máxima parcimônia para cada conjunto de dados foram realizadas 

no software PAUP* 4.0b10 (Swofford 2003). Foi usada uma busca heurística preliminar 

incluindo 10.000 réplicas de random sequence addition, tree bisection-reconnection 

(TBR) e somente a árvore com menor comprimento foi salva. A busca final foi 

conduzida a 5.000 sequence addition replicates (SAR) salvando somente árvores que 

tinham menos ou o mesmo número de passos encontrados na busca preliminar. Uma 

análise de bootstrap foi também conduzida para 10.000 réplicas com 100 SAR dentro 

de cada réplica usando TBR.  

 

Impregnação com nitrato de prata, bandeamento CMA/DAPI e FISH 

Pontas de raízes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24 

horas a 10 ºC, fixadas em etanol:ácido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas a temperatura 

ambiente e armazenadas a –20 ºC. As raízes fixadas foram lavadas em água destilada e 

digeridas em solução de celulase (Onozuka) 2% (w/v)pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 
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37 ºC por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de ácido acético 45% e a 

lamínula foi removida em nitrogênio líquido. Para localizar a heterocromatina 

constitutiva foram utilizados os fluorocromos base-específicos cromomicina A3 (CMA) 

e 4‟-6 diamidino fenilindol (DAPI), e para detectar os sítios de DNAr 5S e 45S foi 

utilizada a técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH), seguindo os mesmos 

protocolos descritos anteriormente (Souza et al. 2009). 

A técnica de impregnação com nitrato de prata para a visualização das regiões 

organizadoras de nucléolo (RONs) foi realizada de acordo com Hall e Parker (1995). 

Para a técnica de dupla coloração com os fluorocromos CMA/DAPI lâminas 

envelhecidas por três dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e re-

coradas com DAPI (1 µg/ml) por 30 min. As lâminas foram montadas em tampão 

glicerol:McIlvaine pH 7.0 (1:1) e envelhecidas por três dias antes da análise em um 

microscópio de epifluorescência Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma 

camera de video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no 

Adobe Photoshop CS3 versão 10.0. 

Para localizar os sítios de DNAr por hibridização in situ fluorescente, foram 

utilizadas como sondas um clone DNAr 5S (D2) com 500 pb obtido de Lotus japonicus 

e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um clone 18S-5.8S-25S (R2) com 6.5 kb obtido de 

Arabidopsis thaliana e marcado com digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcações 

foram feitas por nick translation (Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com 

anticorpo anti-digoxigenina conjugado com FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e 

amplificado com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em 

camundongo. O mix de hibridização continha 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2 

SSC e 5 ng/µl de cada sonda. As lâminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As 
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lavagens pós-hibridização foram realizadas para uma estringência final de 76%. As 

imagens das melhores células foram capturadas como descrito previamente. 

 

Resultados 

Filogenia molecular  

As análises filogenéticas baseadas na sequência do íntron plastidial trnG e da 

região nuclear ITS foram conduzidas para cada região isoladamente ou com uma matriz 

combinada. As árvores de consenso estrito para as duas análises separadamente são 

apresentadas na Fig. 1. Foram observadas diferenças significativas no número de sítios 

polimórficos entre as regiões analisadas, sendo 57 loci (de um total de 685 pb trnG) e 

232 loci (de um total de 672 pb ITS). As análises de parcimônia para a região plastidial 

e nuclear produziram topologias com 31 passos (CI= 0,96 RI= 0,94) e 303 passos (CI= 

0,89 RI= 0,85), respectivamente. Ambas revelaram que as espécies de Zoellnerallium, 

Leucocoryne e Nothoscordum agrupam separadamente (Fig. 1). Na análise combinada 

(ITS + trnG) as duas espécies de Zoellnerallium também formaram um grupo 

monofilético com um alto índice de suporte (100). Nessa análise, assim como em 

separado, Leucocoryne e Zoellnerallium aparecem como gêneros irmãos (Fig. 1).  

 

Análise cariotípica 

As duas espécies de Zoellnerallium, Z. andinum e Z. serenense, apresentaram 2n 

= 24 (8M + 16A), com metacêntricos maiores (~ 11 m) e acrocêntricos menores (~ 4.5 

m). A impregnação com nitrato de prata em Z. andinum revelou forte marcação no 

braço curto de todos os cromossomos acrocêntricos sendo, portanto, 16 RONs (Fig. 2a). 

A dupla-coloração com os fluorocromos CMA e DAPI em Z. serenense revelou que 
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todos os braços curtos dos cromossomos acrocêntricos eram CMA
+
/DAPI


 (Fig. 2b). A 

hibridização in situ fluorescente com a sonda para o DNAr 45S revelou marcação 

nesses braços curtos, portanto, co-localizadas com as bandas CMA
+
/DAPI


 (Fig. 2c). Os 

sítios de DNAr 5S foram localizados na região intersticial do braço curto de dois pares 

de cromossomos metacêntricos. 

 

Discussão 

A origem do gênero Zoellnerallium 

Os dados moleculares, cariotípicos e morfológicos indicam que o gênero Zoellnerallium 

é um grupo natural e deve ser validado como um gênero da tribo Ipheieae (Crosa 1975). 

As árvores filogenéticas obtidas tanto com base em uma sequência de DNA plastidial 

quanto na sequência ITS nuclear mostram que Zoellnerallium é monofilético e irmão do 

gênero Leucocoryne.  

A análise estritamente morfológica sugeriam que as espécies Z. andinum e Z. 

serenense pertenciam ao gênero Nothoscordum (Ravenna, 1978; 2000) o que 

provavelmente se deve a uma baixa diferenciação morfológica da maioria das espécies 

da tribo Ipheieae (Guaglianone 1972; Crosa 1975). Contudo, a distribuição geográfica 

das espécies de Zoellnerallium, restritas a regiões mais altas na Cordilheira dos Andes  

chilena e argentina (Crosa, 1975; 2004), é bem distinta da distribuição conhecida das 

espécies de Nothoscordum, no sul do Brasil, Uruguai e Argentina (Guaglianone  1972). 

Por outro lado, Zoellnerallium aparece na árvore filogenética como gênero irmão de 

Leucocoryne, um gênero ocorrente apenas nos Andes chilenos entre 20° e 37°S 

(Zoellner 1972; Mansur and Cisternas 2005). Isso sugere que Zoellnerallium tenha 

surgido a partir de um ancestral comum com o gênero Leucocoryne. 
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Evolução cariotípica do gênero Zoellnerallium 

Citologicamente, as espécies de Zoellnerallium se caracterizam por possuir 

números cromossômicos diferentes de qualquer outra espécie da tribo Ipheieae (Crosa 

1975; 2004). As espécies de Leucocoryne apresentam tamanhos cromossômicos bem 

maiores, mais semelhantes às de Nothoscordum, podendo ser diploides com 2n = 10 ou 

mais raramente tetraploides com 2n = 18 (Crosa 1972; 1988). As espécies diplóides de 

Leucocoryne possuem fórmula cariotípica 2n = 6M + 4A idêntica à encontrada na 

secção Inodorum e muitas espécies da secção Nothoscordum do gênero Nothoscordum, 

confirmando a estreita relação entre esses dois gêneros. Por outro lado, os tetraplóides 

de Leucocoryne apresentam em geral 2n = 18 (14M + 4A) e possuem o mesmo número 

de braços cromossômicos ou número fundamental (FN = 16) que as espécies de 

Zoellnerallium (Crosa, 1975; 1988; 2004).  

A presença de sítios de DNAr 5S em dois pares cromossômicos em 

Zoellnerallium também aponta para uma origem tetraploide (ver Crosa, 2004), uma vez 

que em geral as espécies da tribo Ipheieae apresentam números de sítios de DNAr 

proporcional ao nível de ploidia, sendo dois sítios nos diplóides e quatro nos 

tetraplóides (Guerra e Felix, 2000; Souza et al. 2009; 2010; 2012). Isso significa que o 

cariótipo 2n = 24 (8M + 16A) difere daquele das espécies tetraplóides de Leucocoryne 

por seis fissões cêntricas. Assumindo que o incremento no número de cromossomos 

acrocêntricos é uma característica derivada (Schubert 2007; Guerra 2008), o cariótipo 

de Zoellnerallium pode ter sido gerado por sucessivas fissões cêntricas em uma espécie 

com cariótipo semelhante aos tetraplóides de Leucocoryne. Essas fissões cêntricas 

devem ter sido acompanhadas pelo surgimento de novos sítios de DNAr 45S nos braços 

curtos dos acrocêntricos, como parece ter ocorrido em espécies de Nothoscordum e 

Ipheion (Souza et al. 2010; 2012). 
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Levando em consideração as análises filogenéticas e cariotípicas apresentadas, é 

razoável supor que eventos de translocações Robertsonianas tenham tido um papel 

fundamental na evolução do gênero Zoellnerallium. Translocações Robertsonianas são 

particularmente frequentes nas espécies da tribo Ipheieae, tendo sido observadas 

inclusive em diversas espécies de Nothoscordum (Crosa 1972; Souza et al. 2010; 2012), 

tornando este último um exemplo clássico de evolução cariotípica por translocações 

Robertsonianas (Jones 1998). É possível que uma linhagem tetraplóide do ancestral de 

Leucocoryne/Zoellnerellium tenha se diferenciado cariotipicamente por múltiplas 

fissões cêntricas acompanhadas pelo incremento no número de sítios de DNAr 45S no 

braço curto dos acrocêntricos, dando origem ao gênero Zoellnerallium. Um mecanismo 

similar pode estar relacionado à origem do gênero Ipheion (Souza et al. 2010). 
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Fig. 1 Relações filogenéticas entre as espécies de Zoellneralium e gêneros afins da tribo 

Ipheieae baseadas em máxima parcimônia. À esquerda árvore gerada com a análise da 

sequência nuclear ITS e à direita com a sequência plastidial do intron de trnG. Números 

abaixo dos ramos indicam os valores de bootstrap para 10.000 réplicas 
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Fig. 2 Análise cariotípica das espécies do gênero Zoellnerallium. a, impregnação com 

nitrato de prata em metáfase de Z. andinum. b-c, coloração CMA e DAPI em metáfase 

(b) e hibridização in situ com DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em prometáfase (c) de 

Z. serenense. Em d idiograma de Z. serenense. Setas em a apontam as menores RONs.  
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Tabela 1 Espécies analisadas, locais de coleta, cariótipos e número de sítios de DNAr das espécies de Zoellnerallium e representantes de gêneros 

próximos.  

Taxa Amostra Local de coleta 2n Fórmula cariotípica NF 
DNAr 

5S 45S 

Zoellnerallium Crosa        

    Z. andinum (Ravenna) Crosa Chileflora Parque Nacional el Morado, Santiago, Chile 24 8M + 16A 16 ? 16* 

    Z. serenense (Poepp.) Crosa MVFA 1253/18 La Serena, Chile 24 8M + 16A 16 4 16 

Leucocoryne Lindl.        

    L. coquimbensis F.Phil. MVFA Lcoq Ruta 5, km 78, V Região, Chile 10 6M + 4A 8 2 4 

    L. talinenis Mansur & Cisternas MVFA Ls10 Ruta 5, km 355, I Região, Chile 18 14M + 4A 16 8 4 

Nothoscordum Kunth        

    N. arenarium Herter MVFA 1302 Colonia Wilson, Depto. San José, Uruguai 10 6M + 4A 8 2 4 

    N. hirtellum (Kunth) Herter MVFA 156/8 Sierra de las Ánimas, Depto. Maldonado, Uruguai 10 6M + 4A 8 2 14 

    N. felipponei Beauverd MVFA 1193 Minas, Depto. Lavalleja, Uruguai 10 6M + 4A 8 8 12 

Ipheion Raf.        

    I. recurvifolium (C.H.Wright) Traub MVFA Irec Paso Roldán, Depto. Florida, Uruguai 20 4SM + 16A 24 4 4 

* Detecção da RON por meio de impregnação com nitrato de prata. 
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Resumo 

A tribo Gilliesieae é formada por espécies andinas distribuídas na Argentina, Bolívia e 

Chile que se diferenciam morfologicamente das demais Alliaceae por apresentar graus 

variáveis de simetria bilateral, com número variável de tépalas, estames e apêndices 

florais. As espécies dessa tribo apresentam três complementos cromossômicos 

diferentes, 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), 2n = 14 (4M + 4 SM + 6A) e 2n = 20 (2SM + 

18A), todas com o mesmo número fundamental NF = 11, o que sugere uma evolução 

cariotípica relacionada a translocações Robertsonianas. Com a finalidade de 

compreender o papel das fissões/fusões cêntricas na evolução da tribo Gilliesieae foram 

comparadas citologicamente sete espécies pertencentes aos gêneros, Gethyum, Gilliesia 

e Solaria (2n = 14), Miersia (2n = 12 e 2n = 20) e Speea (2n = 12). Foram comparados 

o número, morfologia e tamanho cromossômico, a distribuição de bandas 

heterocromáticas e dos sítios de DNAr 5S e 45S. Em todas as espécies foram 

localizados sítios de DNAr 45S nos braços curtos de todos os cromossomos 

acrocêntricos. As espécies com 2n = 12 e 14 apresentaram um par de sítios de DNAr 

5S, enquanto M. chilensis (2n = 20) apresentou sítios adicionais de DNAr 5S e 45S, 

sendo em dois e três pares, respectivamente. O gênero tido como o mais basal, Speea, 

apresentou o maior número de metacêntricos, uma condição plesiomórfica nas 

Alliaceae. Isso sugere que a evolução cariotípica do grupo tenha sido moldada 

principalmente por fissões cêntricas com transferência de sítios de DNAr 45S para os 

braços curtos dos acrocêntricos. Essas mesmas alterações cariotípicas foram também 

detectadas na tribo Ipheieae sugerindo um padrão de mudanças cariotípicas comum à 

todos os gêneros da subfamília Gilliesioideae, diferentemente do observado nas demais 

subfamílias de Alliaceae. 
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Introdução 

 

A família Alliaceae se encontra representada na América do Sul unicamente pela 

subfamília Gilliesioideae, formada por uma tribo mais amplamente distribuída e 

diversificada, Ipheieae, e outra predominantemente em regiões andinas com centro de 

diversidade no Chile, Gilliesieae (Fay e Chase 1996). A tribo Gilliesieae, é formada 

pelos gêneros Gethyum Phil, Gilliesia Lindl, Miersia Lindl, Speea Loes e Solaria Phil 

distribuídos na zona mediterrânea do Chile, Schickendantziella Speg na Argentina e 

Bolívia e Trichlora Baker no Peru (León 2006; Escobar et al. 2010; Negritto et al. 2010; 

Escobar et al. em preparação). Diferentemente dos demais representantes da família 

Alliaceae, caracterizados por flores actinomorfas com seis estames (exceto Leucocoryne 

Lindl) e seis tépalas, os representantes da tribo Gilliesieae apresentam grande 

diversificação na morfologia floral (Rudall et al. 2002).  

A análise de sequências trnL-F, gene rbcL e a região nuclear ITS revelou que a 

tribo Gilliesieae é um grupo monofilético, dividido em dois clados (Escobar et al. em 

preparação). O primeiro clado, formado por Gilliesia, Gethyum, Solaria e Trichlora, é 

caracterizado por uma redução no número de estames, variação no número de tépalas 

(3–6), presença de estaminódios e alta complexidade nos apêndices florais. O segundo 

clado, formado por Miersia e Speea, agrupa as espécies mais basais da tribo, 

caracterizadas por possuir seis estames, seis tépalas e ausência de estaminódios 

(Escobar et al. em preparação). Essas análises revelaram ainda uma baixa divergência 

de sequências ITS e plastidiais (ver também Fay et al. 2006), o que sugere que a tribo é 

relativamente recente dentro da família Alliaceae.  
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Citologicamente as espécies da tribo Gilliesieae se destacam por apresentarem 

cromossomos grandes, pouco numerosos e predominantemente 

metacêntricos/submetacêntricos (M/SM) ou acrocêntricos (A) (Goldblatt 1976). Em 

uma análise citopopulacional de Miersia chilensis Lindl foram encontrados indivíduos 

com 2n = 20 (2SM + 18A) ou 2n = 21 (1SM + 19A), ambos com o mesmo número de 

braços cromossômicos por conjunto monoplóide ou número fundamental NF = 11 

(Cave e Bradley, 1943). Posteriormente foram encontrados indivíduos afins a M. 

chilensis com 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), também com NF = 11 (Escobar em 

preparação). Os cariótipos de Gethyum atropurpureum Phil, 2n = 14 (8M + 6A) 

(Goldblatt 1976) e Speea humilis Loes 2n = 12 (8M + 2SM + 2A) (Escobar em 

preparação), também apresentaram NF = 11, o que sugere que translocações 

Robertsonianas tenham tido um papel importante na evolução dessa tribo.  

Translocações Robertsonianas ou fusões/fissões cêntricas também tiveram papel 

fundamental na diversificação dos gêneros da tribo Ipheieae, mas com NF bem mais 

variáveis (NF = 7, 8, 12 e 16) (Crosa 2004; Souza et al. 2010). A análise de distribuição 

de sítios de bandas heterocromáticas e DNAr por hibridização in situ fluorescente 

(FISH) tem contribuído para um melhor entendimento das variações cromossômicas em 

representantes da tribo Ipheieae (Souza et al. 2010; Souza et al. em preparação). Nessas 

espécies, a ocorrência de fissões cêntricas parece ter sido acompanhada pelo 

aparecimento de sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos, 

sugerindo uma associação entre fissões cêntricas e DNAr (Hall e Parker 1995; Souza et 

al. 2010).  

O presente trabalho teve como objetivo investigar o papel dos eventos de 

fissão/fusão cêntrica na evolução cariotípica da tribo Gilliesieae baseado na análise dos 

gêneros Gethyum, Gilliesia e Solaria (2n = 14), Miersia (2n = 12 e 2n = 20) e Speea (2n 
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= 12). A análise cariotípica compreendeu, número, morfologia e tamanho 

cromossômico e distribuição dos sítios de DNAr 5S e 45S e esses dados foram 

interpretados de acordo com a filogenia molecular proposta por Escobar (em 

preparação). 

 

Material e Métodos 

Material vegetal 

Foram analisadas sete espécies da tribo Gilliesieae: Gethyum atropurpureum Phil, 

Gethyum cuspidatum (Harv. ex Baker) Muñoz-Schick, Gilliesia graminea Lindl, 

Gilliesia montana Poepp & Endl, Miersia chilensis Lindl, Solaria miersioides Phil e 

Speea humilis Loes. Os locais de coleta, números de voucher e dados cariotípicos são 

apresentados na Tabela 1. Os vouchers foram depositados no Herbário da Universidad 

de Concepción (Chile). 

 

Bandeamento com fluorocromos e FISH 

Pontas de raízes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24 

horas a 10 ºC, fixadas em etanol:ácido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas à temperatura 

ambiente e armazenadas a –20 ºC. As raízes fixadas foram lavadas em água destilada e 

digeridas em solução de celulase (Onozuka) 2% (p/v)pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 37 

ºC por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de ácido acético 45% e a 

lamínula foi removida em nitrogênio líquido. O bandeamento CMA e a FISH foram 

realizadas de acordo com Souza et al. (2009). 
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Para a técnica de dupla coloração com os fluorocromos CMA/DAPI lâminas 

envelhecidas por três dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e re-

coradas com DAPI (1 µg/ml) por 30 min. As lâminas foram montadas em tampão 

glicerol:McIlvaine pH 7.0 (1:1) e envelhecidas por três dias antes da análise em um 

microscópio de epifluorescência Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma 

câmera de vídeo Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no 

Adobe Photoshop CS3 versão 10.0. 

Foram utilizadas como sondas para localizar os sítios de DNAr, um clone DNAr 

5S (D2) de 500 pb obtido de Lotus japonicus e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um 

clone 18S-5.8S-25S (R2) de 6.5 kb obtido de Arabidopsis thaliana e marcado com 

digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcações foram feitas por nick translation (Roche). 

A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com 

FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com anticorpo anti-ovelha 

conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. A mistura de hibridização 

continha 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2 SSC e 5 ng/µl de cada sonda. As 

lâminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pós-hibridização foram 

realizadas para uma estringência final de 76%. As imagens das melhores células foram 

capturadas como descrito previamente. 

 

Resultados 

 

A análise de representantes da tribo Gilliesieae revelou cromossomos grandes 

(entre 5,5 e 14,9 m) com morfologia variando entre metacêntrico (M), submetacêntrico 
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(SM) ou acrocêntrico (A). Foram observados três distintos complementos 

cromossômicos 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), 2n = 14 (4M + 4SM + 6A) e 2n = 20 (2SM 

+ 18A), todos com mesmo número fundamental NF = 11. A dupla-coloração com os 

fluorocromos CMA e DAPI revelou que todos os braços curtos dos cromossomos 

acrocêntricos nas espécies analisadas eram CMA
+
/DAPI


 (Fig. 1a). Adicionalmente, em 

Miersia chilensis foram observadas CMA
+
/DAPI


 na região intersticial de dois pares de 

acrocêntricos (Fig. 1a) e na região terminal do braço longo de um par de metacêntricos 

(Fig. 1b). A hibridização in situ fluorescente com a sonda para o DNAr 45S revelou 

marcações co-localizadas com todas as bandas CMA
+
/DAPI


 (Fig. 1a).  

Foram observados dois diferentes citótipos para Miersia chilensis (Fig. 1a-b). O 

indivíduo coletado em Santiago-Chile apresentou 2n = 20 (2SM + 18A) com um sítio de 

DNAr 5S maior na região intersticial de um par de acrocêntricos e sítios de DNAr 5S 

extras de menor tamanho na posição proximal de outros dois pares de acrocêntricos 

(Fig. 1a). Por outro lado, o indivíduo coletado em Valparaiso-Chile apresentou 2n = 12 

(8M + 2SM + 2A) com sítios de DNAr 5S na região intersticial do braço longo do maior 

par de metacêntricos (Fig. 1b), um cariótipo muito similar ao observado em Speea 

humilis (Fig. 1c), exceto pelo sítio de DNAr 45S no metacêntrico. As demais espécies 

analisadas, Gethyum atropurpureum, Gethyum cuspidatum, Gilliesia graminea, 

Gilliesia montana e Solaria miersioides, apresentaram 2n = 14 (4M + 4SM + 6A) e 

cariótipos muito similares com sítios de DNAr 5S na região intersticial próxima ao 

centrômero de um par de metacêntricos (Fig. 1c).  

 O cladograma da Figura 2 mostra dois clados bem distintos: um formado por 

Gethyum, Gilliesia e Solaria, com maior estabilidade cariotípica, tanto no número e 

morfologia cromossômica quanto no número de sítios de DNAr, e o outro formado por 
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Speea e Miersia, com maior diversificação no número de sítios de DNAr 5S e 45S e 

variação cariotípica intraespecífica em M. chilense. 

 

Discussão 

 

A constância no número fundamental acompanhada de mudanças de número 

cromossômico nas espécies da tribo Gilliesieae sugere claramente uma evolução 

cariotípica por translocações Robertsonianas. Esse tipo de variação cariotípica foi 

também observada na tribo Ipheieae (Crosa 1972; 1975; 1981; 1988; 2004; Jones 1998; 

Souza et al. 2010), todavia é raro nas outras subfamílias de Alliaceae (Johnson e 

Özhatay 1996.; Vosa 2000). Diferentemente da tribo Ipheieae a tribo Gilliesieae não 

apresentou poliploidia interpopulacional ou interespecífica (ver Cave e Bradley, 1943; 

Goldblatt 1976; Escobar em preparação) embora o número de amostras analisadas seja 

pequeno.  

Análises morfoanatômicas e filogenéticas sugerem que Miersia e Speea sejam as 

espécies mais basais dentro da tribo Gilliesieae (Rudall et al. 2002; Escobar et al. em 

preparação). Igualmente, o cariótipo 2n = 12 presente nessas espécies pode representar 

uma condição plesiomórfica na tribo. Todas as espécies da subfamília Tulbaghioideae, 

que estão na base do clado das espécies Sul-americanas de Alliaceae (Fay et al. 2006), 

apresentam 2n = 12. Algumas delas como Tulbagia coddii, apresentando inclusive a 

mesma fórmula cariotípica de Miersia e Speea, sugerem que esse seja o cariótipo mais 

basal da subfamília Gilliesioideae. Na tribo Ipheieae os cariótipos são 

predominantemente formados por metacêntricos, como em Leucocoryne (Crosa 1988), 

Nothoscordum (Souza et al. 2010) e Tristagma (Crosa et al. 1981). Os poucos gêneros 
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onde predominam cromossomos acrocêntricos, como em Ipheion (Souza et al. 2010) e 

Zoellnerallium (Crosa 2004), parecem ter uma condição derivada. Nesse sentido a 

amostra de Miersia chilensis com 2n = 20 e 2n = 21 (Cave e Bradley, 1943 e presente 

trabalho) pode representar um evento recente de múltiplas fissões cêntricas. 

A manutenção de número cromossômico e fórmula cariotípica em Gethyum, 

Gilliesia e Solaria corroboram as análises filogenéticas que agruparam esses gêneros 

em um único clado (Escobar et al. em preparação). As espécies desse clado, que são 

morfologicamente as mais especializadas da tribo Gilliesieae, particularmente Gilliesia 

(Rudall et al. 2002), não apresentam mudanças cariotípicas importantes. Partindo do 

cariótipo basal das Gilliesieae 2n = 12 presente em Speea e Miersia, o número 

cromossômico 2n = 14 deve ter se formado pela ocorrência de três eventos de fissão 

cêntricas no ancestral das espécies do clado Gethyum, Gilliesia e Solaria. Uma outra 

possibilidade é que o cariótipo basal da tribo Gilliesieae seja 2n = 14 e nesse caso, o 

número cromossômico 2n = 12 teria surgido por um evento de fusão cêntrica. 

As mudanças de números cromossômicos dentro da tribo Gilliesieae não 

afetaram o número de sítios de DNAr 5S, sendo observada um sítio por conjunto 

monoplóide em todas as espécies, exceto no citótipo mais rearranjado de Miersia 

chilensis com 2n = 20. Por outro lado, o número e a posição dos sítios de DNAr 45S 

foram diretamente afetados pelas translocações Robertsonianas. Aparentemente as 

fissões cêntricas foram acompanhadas pelo surgimento de novos sítios de DNAr 45S 

nos braços curtos dos acrocêntricos (ver Hall e Parker 1995). Na tribo Ipheieae são 

observadas situações similares, por exemplo, nas espécies do complexo Inodorum onde 

o número de cromossomos acrocêntricos varia de quatro a seis e o número de sítios de 

DNAr 45S também varia de quatro a seis (Souza et al. em preparação). Em Ipheion 

tweedieanum, todos os cromossomos são acrocêntricos e todos possuem sítios de DNAr 
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45S nos braços curtos (Souza et al. 2010). Essa correlação entre fissões cêntricas e 

aumento no número de sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos acrocêntricos também 

foi reportada em outros gêneros de plantas (Tagashira e Kondo, 2001) e animais, como 

em moluscos (Pascoe et al. 1996) e insetos (Nguyen et al. 2010), o que sugere que possa 

se tratar de uma característica inerente ao mecanismo de fissão cêntrica em eucariotos. 

A manutenção do mesmo número fundamental NF = 11 em todas as espécies da 

tribo Gilliesieae com diversificação de números cromossômicos sugere que não tenham 

ocorrido grandes rearranjos estruturais nos cromossomos dessas espécies e que as 

translocações Robertsonianas sejam o principal mecanismo envolvido na evolução do 

grupo. As diferentes evidências morfológicas e filogenéticas que sugerem que Miersia e 

Speea (Rudall et al. 2002; Escobar et al. em preparação) sejam mais basais dentro da 

tribo auxiliam a polarizar as variações Robertsonianas, sugerindo que os cariótipos com 

predomínio de cromossomos metacêntricos sejam mais basais e, portanto, que na 

evolução cariotípica da tribo tenham predominado as fissões cêntricas, sempre 

acompanhadas por transferência de sítios de DNAr 45S para os braços curtos dos 

acrocêntricos. Essas mesmas alterações cariotípicas foram também detectadas na tribo 

Ipheieae sugerindo um padrão de mudanças cariotípicas comum a todos os gêneros da 

subfamília Gilliesioideae, diferentemente do observado nas demais subfamílias de 

Alliaceae (Johnson e Özhatay 1996; Vosa 2000). 
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Fig. 1 Metáfases mitóticas mostrando a distribuição dos sítios de DNAr 5S (vermelho) e 

45S (verde) em espécies da tribo Gilliesieae. a-c espécies com 2n = 14 (4M + 4SM + 

6A): Gilliesia graminea (a), Gethyum artropurpureum (b) e Solaria miersioide (c). d, 

Speea humilis 2n = 12 (8M + 2SM + 2A). e-f, indivíduos de Miersia chilensis com 2n = 

20 (2SM + 18A) (e) e 2n = 12 (8M + 2SM + 2A) (f). Barra em a equivale a 10 m. 
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Fig. 2 Árvore filogenética e idiogramas mostrando os possíveis eventos de fissão 

cêntrica (retângulos amarelos no cladograma) envolvidos na evolução cariotípica da 

tribo Gilliesieae. Nos idiogramas está apresentada a distribuição dos sítios de DNAr 5S 

(vermelho) e 45S (verde). Cladograma modificado de Escobar et al. (em preparação). 
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Tabela 1 Espécies analisadas da tribo Gilliesieae com número de voucher, procedência, número cromossômico (2n), fórmula cariotípica, número 

fundamental (NF) e número de sítios de DNAr. 

 

Espécie Voucher Procedência 2n Fórmula 

cariotípica 

NF Sítios de DNAr 

5S 45S 

Miersia chilensis Lindl CONC 27 Parque Nacional La Campana, Región de 

Valparaíso, Chile 

12 8M + 2SM + 2A 11 2 4 

 CONC 95 Alhué, Región Metropolitana, Chile 20 2SM + 18A 11 6 26 

Speea humilis Loes CONC 30 Parque Nacional La Campana, Región de 

Valparaíso, Chile 

12 8M + 2SM + 2A 11 2 2 

        

Gethyum atropurpureum Phil CONC 

4160 

Quebrada Nido de Águila, Región 

Metropolitana, Chile 

14 4M + 4SM + 6A 11 2 6 

Gethyum cuspidatum (Harv. ex Baker) Muñoz-

Schick 

CONC 12 Parque Nacional Fray Jorge, Región de 

Coquimbo 

14 4M + 4SM + 6A 11 2 6 

Gilliesia graminea Lindl CONC 18 Parque Nacional La Campana, Región de 

Valparaíso, Chile 

14 4M + 4SM + 6A 11 2 6 

Gilliesia montana Poepp & Endl CONC 56 Reserva Los Ruiles de Empedrado, 

Región del Maule, Chile 

14 4M + 4SM + 6A 11 2 6 

Solaria miersioides Phil CONC 137 Los Álamos-Cipreses, Región del Maule, 

Chile 

14 4M + 4SM + 6A 11 2 6 

M = metacêntrico, SM = submetacêntrico e A = acrocêntrico. 

 



272 
 

 
 

Conclusões 

 A evolução cariotípica da subfamília Gilliesioideae foi moldada principalmente por 

poliploidia e fissões cêntricas com surgimento de novos sítios de DNAr 45S nos 

braços curtos dos acrocêntricos, diferentemente do observado nas demais 

subfamílias de Alliaceae. 

 

 A presença de sítios teloméricos ectópicos proximais em algumas espécies de 

Nothoscordum aparentemente não está associada a fusões cêntricas, mas sim a 

transferência equilocal de DNA telomérico.  

 

 As espécies dos gêneros Ipheion e Nothoscordum, assim como algumas espécies da 

ordem Asparagales, apresentam nos terminais cromossômicos de dois motivos 

teloméricos TTAGGG e TTTAGGG. 

 

 As evidências filogenéticas e cariotípicas permitiram distinguir as três espécies de 

Ipheion das espécies morfologicamente relacionadas do gênero Nothoscordum, 

suportando a manutenção dessas espécies em um gênero à parte.   

 

 No complexo Inodorum, os diploides N. nudicaule e N. macrostemon apareceram 

como espécies consistentes, porém de divergência recente. Os tetraploides 

apomíticos devem ter se formado por múltiplos eventos independentes de 

hibridação entre esses diploides e entre diploides e tetraploides, com recorrente 

formação do cariótipo 2n = 19 (13M + 6A). Parte desses tetraplóides é 

morfologicamente reconhecível como N. gracile. 

 

 O complexo Bivalve não é monofilético, embora N. bivalve, N. bonariense e N. 

gaudichaudianum formem um clado único dentro da secção Nothoscordum. 

Nothoscordum bonariense é uma espécie de origem híbrida, assimétrica, formada 

por um genoma de N. bivalve (x = 5) e dois genomas de N. gaudichaudianum (x = 

4). 
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 A secção Nothoscordum forma um grupo monofilético dentro do gênero 

Nothoscordum. Esse grupo apresenta como número cromossômico básico x = 5 (3M 

+ 2A), embora algumas espécies apresentem 2n = 8, provavelmente devido a um 

evento de fusão cêntrica. Citologicamente essa secção difere da secção Inodorum 

pela presença de sítios de DNAr 45S em cromossomos metacêntricos e um maior 

número de sítios de DNAr 5S em várias espécies.  

 

 A secção Nothoscordum é o grupo cariotipicamente mais diversificado da família 

Alliaceae, principalmente quanto ao número e posição de sítios de DNAr 5S e 45S. 

Evidências moleculares sugerem que essa extrema diversificação cariotípica tenha 

se dado num intervalo de tempo muito curto. 

 

 Os dados cito-moleculares permitem distinguir duas linhagens entre os tetraplóides 

do gênero Leucocoryne, diferenciadas citologicamente pelo número de sítios de 

DNAr 5S.  

 

 Os dados moleculares, cariotípicos e morfológicos indicam que o gênero 

Zoellnerallium é um grupo natural e deve ser validado como um gênero da tribo 

Ipheieae. 

 

 A evolução cariotípica da tribo Gilliesieae foi moldada principalmente por 

disploidia ascendente, partindo do cariótipo ancestral 2n = 12 presente em Miersia e 

Speea, e em linhagens independentes dando origem a 2n = 14, presente em 

Gethyum, Gilliesia e Solaria, e 2n = 20 presente em Miersia. 
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Anexos – Normas das revistas 
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