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RESUMO 

O subgênero Thamnoxys apresenta os maiores cromossomos do gênero e uma das 

maiores variações na quantidade de DNA entre as angiospermas. Neste trabalho, foi 

analisada a variação cariotípica em 12 espécies de Thamnoxys com base nas bandas 

CMA/DAPI, sítios de DNAr e quantidade de DNA. Em O. psoraleoides, a espécie com 

maior conteúdo de DNA, foi analisada também a distribuição de um retrotransposon e do 

DNA telomérico. Todo os parâmetros cariológicos foram bastante variáveis, 

apresentando números cromossômicos 2n = 10 a 24, cromossomos meta, submeta e 

acrocêntricos, 4 a 16 bandas CMA+, 2 a 4 de sítios de DNAr 5S e 4 a 14 de DNAr 45S 

co-localizados com bandas CMA+. Cada espécie diferiu das demais principalmente pelo 

tamanho e morfologia dos cromossomos e pela quantidade de DNA. Oxalis psoraleoides 

e O. rhombeo-ovata foram as únicas com uma banda DAPI+ e sítio de DNAr 5S co-

localizado com banda CMA+, confirmando a proximidade filogenética entre elas. Não foi 

detectado DNA telomérico associado à aparente fusão cêntrica em O. psoraleoides. 

Apesar da extensa variação em tamanho genômico, não foram encontrados blocos de 

heterocromatina além dos sítios de DNAr e da banda DAPI+. Por outro lado, a 

hibridização in situ de um retrotransposon revelou marcação intensa e homogênea nos 

cromossomos. O motivo da intensa diversidade cariotípica desse grupo permanece 

desconhecido mas a evolução cariotípica se deu principalmente por amplificação/deleção 

de elementos de transposição. 

Palavras-chave: Citogenética, CMA/DAPI, DNAr 5S e 45S, DNA nuclear, evolução 

cariotípica. 
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ABSTRACT 

The subgenus Thamnoxys has the largest chromosomes of the genus and one of the largest 

variations in the amount of DNA between angiosperms. In this work, the karyotype 

change was analyzed in 12 species of Thamnoxys based on CMA/DAPI bands rDNA site 

and amount of DNA. O. psoraleoides the species with the highest DNA content was also 

analyzed the distribution of a retrotransposon and telomeric DNA. All the karyological 

parameters were quite variable, with chromosome numbers 2n = 10 to 24, target 

chromosomes, submit and acrocentric, 4-16 CMA + bands, 2-4 5S rDNA sites and 4-14 

rDNA 45S co-located with bands CMA +. Each species differed from the others mainly 

by the size and morphology of the chromosomes and the amount of DNA. Oxalis 

psoraleoides and O. rhombeo-ovata were the only ones with a DAPI + band and 5S rDNA 

site co-located with CMA + band, confirming the close phylogenetic relationship 

between them. It was not detected telomeric DNA associated with apparent fusion centric 

O. psoraleoides. Despite the extensive variation in genome size, were found 

heterochromatin blocks in addition to the sites of rDNA and DAPI + band. Moreover, in 

situ hybridization of a retrotransposon revealed an intense and homogeneous mark on 

chromosomes. The reason for the intense karyotype diversity of this group remains 

unknown but the karyotype evolution was mainly amplification / deletion of transposable 

elements. 

Keywords: Cytogenetics, CMA / DAPI, 5S rDNA and 45S, nuclear DNA, evolution 

karyotype 
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1. APRESENTAÇÃO 

 

Oxalis é o maior gênero na família Oxalidaceae, com cerca de 500 espécies 

distribuídas pelas regiões tropicais e temperadas do globo, sendo conhecidas 

popularmente como azedinhas. O gênero encontra-se dividido em quatro subgêneros: 

Monoxalis (Small) Lourteig, Oxalis L., Trifidus Lourteig, Reiche e Thamnoxys (Endl.). 

Composto por 71 espécies divididas em nove seções, Thamnoxys comporta plantas de 

hábito arbustivo ou subarbustivo, caracterizadas por apresentarem folhas tri-foliadas, 

pinadas e raques semelhantes às presentes em Leguminosae. 

Do ponto de vista citogenético, o subgênero Thamnoxys destaca-se por apresentar 

as espécies com os maiores cromossomos do gênero. Os cariótipos das espécies variam 

bastante quanto aos números básicos (x= 5, 6, 7, 8 e 9) e tamanhos dos cromossomos, 

variando de 1 a 11 µm. Para exemplificar a variação entre essas espécies, podem ser 

citadas O. cratensis, O. psoraleoides e O. neuwiedii, onde as duas primeiras possuem 2n 

= 12 e a última 2n =10, com cromossomos que vão desde acrocêntricos a metacêntricos; 

e números de bandas CMA+ indo de 2 para O. cratensis, 6 em O. neuwiedii e 14 para O. 

psoraleoides. Além da variação morfológica e numérica há uma considerável diferença 

no conteúdo de DNA dessas espécies. 

A maioria das sequências de DNA repetitivo pode ser detectada nos cromossomos 

por hibridização in situ fluorescente (FISH), como por exemplo, o DNAr 5S e 45S e o 

DNA telomérico. Essas três sequencias são universais, facilmente detectadas e podem 

variar em quantidade e posição entre espécies contribuindo para uma melhor 

caracterização do cariótipo e seus rearranjos cromossômicos. A FISH utilizando 

sequências de retroelementos tem também detectado a distribuição e a organização dessas 

sequências no genoma. As técnicas de coloração com fluorocromos cromomicina A3 

(CMA) e 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), tem também contribuído para localizar ao 

menos parte das sequências repetidas em tandem, classificando-as em regiões ricas em 

GC e AT, respectivamente. 

No presente trabalho, espécies pertencentes ao subgênero Thamnoxys de Oxalis 

foram analisadas citogeneticamente, utilizando características como padrão de 

distribuição das bandas heterocromáticas (CMA/DAPI), padrões de sítios de DNA 

ribossomal 5S e 45S e quantidade de DNA nuclear para uma comparação com dados 
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filogenéticos obtidos previamente, a fim de ter um melhor entendimento das relações 

entre as espécies do grupo. 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 CITOGENÉTICA CLÁSSICA E CITOTAXONOMIA 

A citogenética é o domínio da genética que compreende todo e qualquer estudo 

relacionado ao cromossomo, esteja ele isolado ou em conjunto, distendido ou 

condensado. Esta ciência aborda aspectos da organização, função e morfologia 

cromossômica, de modo a auxiliar na caracterização dos cariótipos e na melhor 

compreensão de questões relacionadas a estes (Guerra, 1988). 

A citogenética encontra-se subdividida em citogenética clássica e molecular. A 

citogenética clássica tem como base a análise dos cromossomos mitóticos e meióticos, 

por meio de técnicas de coloração convencional, a fim de ser obter registros de contagens 

cromossômicas e análise da morfologia cromossômica. A citogenética molecular é focada 

em técnicas de análise estrutural, relacionadas à localização de sequências, composição 

de bandas, e identificação de genomas, como, por exemplo, a hibridização genômica e 

hibridização in situ fluorescente (Chauffaille, 2005). 

O uso de dados citogenéticos na taxonomia vegetal, bem como em estudos de 

evolução e filogenia, é uma prática bastante conhecida, sendo esta união conhecida 

comumente como citotaxonomia (Stuessy, 1990). A análise citotaxonômica mais comum 

consiste na determinação e comparação dos números cromossômicos de um grupo de 

espécies em qualquer nível hierárquico, com técnicas simples de citogenética 

convencional. A simples contagem cromossômica é a abordagem mais utilizada para a 

caracterização citológica inicial de uma determinada espécie, e pode ser usado como 

caráter delimitante na taxonômica das espécies (Pedrosa et al., 1999). Por meio da análise 

da variação cromossômica numérica já se é possível, na maioria dos casos, determinar o 

número cromossômico ancestral do grupo, bem como inferir eventos envolvidos na 

evolução deste, como disploidias e poliploidias (Guerra, 1990). 

O número de cromossomos pode variar muito ou pouco, mesmo entre espécies 

proximamente relacionadas, como também pode ser constante dentro de um determinado 

grupo. Diversos trabalhos envolvendo contagens cromossômicas para fins 

citotaxonômicos exemplificam diferentes níveis de variação cromossômica numérica; 

Félix & Guerra (2000), Melo et al., (2001) e Assis et al., (2013). A partir da variação 

cromossômica em cada grupo, informações importantes sobre os mecanismos evolutivos 
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envolvidos na diversificação das espécies podem ser obtidos de maneira eficiente, 

destacando desse modo a importância dos estudos citotaxonômicos para a compreensão 

da evolução cariológica das espécies. 

Por si só, o número cromossômico pode ser considerado um caractere importante 

para a sistemática. Contudo, o tamanho dos cromossomos, a posição dos centrômeros, e 

os padrões de bandeamento também podem ter valor do ponto de visto sistemático (Judd 

et al., 2009). 

 

2.2 COLORAÇÃO DIFERENCIAL: BANDAS CMA E DAPI 

Com os avanços no desenvolvimento de técnicas de coloração, principalmente em 

decorrência do aprimoramento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possível a 

realização de análises mais detalhadas do cariótipo das espécies. Os fluorocromos mais 

comumente utilizados na citogenética vegetal são a Cromomicina A3 (CMA) e o 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI), que permitem a detecção de regiões heterocromáticas 

ricas em Guanina/Citosina e em Adenina/Timina, respectivamente. Desse modo, análises 

mais detalhadas das regiões cromossômicas tornaram-se rotineiras, possibilitando a 

obtenção de caracteres mais informativos e específicos (Guerra & Souza, 2002; Barros e 

Silva et al., 2010). 

O padrão de distribuição da heterocromatina pode variar entre as espécies, de 

modo que a utilização das técnicas de coloração CMA/DAPI é ampla, auxiliando em 

estudos taxonômicos, evolutivos e de sistemática. A identificação de marcadores úteis na 

delimitação de espécies pode ser ilustrado no gênero Citrus L. cujo padrão de bandas ricas 

em CG é suficiente para a identificação das espécies do gênero (Cornélio et al., 2005, 

Moraes et al., 2007; Barros e Silva & Guerra 2009; Barros e Silva et al., 2010). A 

possibilidade de distinguir espécies selvagens de espécies híbridas por meio desta técnica 

pode ser exemplificado em um estudo realizado com o umbu-cajá. Os padrões de bandas 

heterocromáticas forneceram dados incontestes para refutar a hipótese de origem híbrida 

do umbu-cajá entre Spondias mombin L. (cajá) e S. tuberosa L. (umbu) (Almeida et al., 

2007). As bandas CMA/DAPI, além de auxiliar na diferenciação citológica entre espécies, 

também são uteis na detecção do grau de conservação cariológica entre espécies 

próximas, como observado entre o cacau e o cupuaçu, cujos cariótipos se mantiveram 

bastante conservados durante a evolução (Dantas & Guerra, 2010). 
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2.3 QUANTIFICAÇÃO DE DNA NUCLEAR EM PLANTAS 

O tamanho do genoma é uma das informações mais importantes na caracterização 

de uma espécie. A disponibilidade de dados acerca do tamanho do genoma é crítico para 

muitos campos de pesquisa, incluindo a taxonomia e evolução (Dolezel et al. 2007). 

O conteúdo de DNA de uma determinada espécie é referente ao número de pares 

de bases de DNA encontrada em seu núcleo. Atualmente a citometria de fluxo é a técnica 

mais utilizada para se realizar a quantificação do conteúdo de DNA das espécies. Por ser 

uma técnica mais recente, pode-se observar diferenças nos valores de tamanho do genoma 

entre trabalhos mais antigos com trabalhos mais atuais. 

Anteriormente a estimativa do conteúdo de DNA nuclear era obtida por meio de 

microdensitometria de Feulgen, técnica na qual os núcleos encontravam-se corados com 

o reativo de Schiff e fixados em uma lamina, cujo conteúdo de DNA era mensurado com 

base na quantidade de energia absorvida, isso com a ajuda de um microscópio de luz, 

como observado no trabalho de Azkue & Martínez (1987). 

Por outro lado, a técnica de citometria de fluxo é realizada a partir de uma solução 

contendo núcleos em suspensão, os quais são corados com fluorocromos como o DAPI 

ou iodeto de propídeo. Ao serem excitados por um laser, os fluorocromos emitem uma 

intensidade de energia a qual é medida. A técnica permite ainda ter o valor C em unidades 

absolutas (pg de DNA ou Mpb), uma vez que se pode medir simultanemante a amostra 

desejada com o do padrão de referência, que tem seu conteúdo de DNA já determinado 

(Loureiro & Santos, 2004). 

Diversas são as utilizações da citometria de fluxo, como a detecção de plantas 

haplóides e de linhas dihaplóides, verificação de novos níveis de ploidia, identificação de 

híbridos inter-específicos, detecção de aneuploidias, controle da estabilidade do nível de 

ploidia, entre outras (Dolezel, 1997) 

A citometria de fluxo também pode ser utilizada em estudos que visem a 

estimativa do número de ploidia de uma determinada espécie, por exemplo, em trabalhos 

com Oxalis tuberosa, uma planta bulbosa muito comum na Região Africana do Cabo, foi 

possível detectar até sete níveis de ploidia, sendo esses confirmados através de contagem 

cromossômica prévia (Krejcíková et al., 2013). 

 

2.4 HIBRIDIZAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 



11 
 

A hibridização in situ fluorescente (FISH) é uma técnica mais acurada, que se 

baseia nas propriedades de desnaturação e renaturação da dupla-fita de DNA. A técnica 

é utilizada para localizar sequências específicas nos cromossomos. Segmentos de DNA 

são marcados por fluorescência para a elaboração de sondas, as quais são hibridizadas 

nos cromossomos com sua sequência-alvo e vistas com a ajuda de um microscópio de 

fluorescência. Diversos tipos de sequências podem ser utilizados para a marcação de 

sondas, desde sequências repetitivas em tandem (DNAr 5S e 45S, sequências teloméricas) 

a sequências repetitivas que se encontram de forma dispersa no DNA (sequências de 

retrotransposons e transposons) (Guerra, 2004). 

A FISH auxilia na pesquisa de marcadores moleculares que podem ser importantes 

para análises citogenéticas e citotaxonômicas. Em um estudo com Thinopyrum ponticum, 

por meio da utilização de diferentes sequências de DNA, foi possível mapear importantes 

marcadores para a caracterização e identificação dos cromossomos dessa espécie 

(Brasileiro-Vidal et al., 2003). A técnica também é importante na investigação de espécies 

híbridas, como observado em um estudo envolvendo espécies de Citrus (Moraes et al., 

2007). Por possibilitar a caracterização mais completa de cariótipos, a FISH tem sido 

muito utilizada na análise dos mecanismos evolutivos envolvidos na diversificação de 

muitos grupos vegetais. A variação observada no número de sítios de DNAr 5S e 45S no 

gênero Passiflora ajudaram a corroborar a hipótese para o número básico do grupo, bem 

como detectar indivíduos tetraploides e eventos de disploidia na evolução do gênero 

(Melo & Guerra, 2003). 

 

2.4.1 A utilização da FISH para o mapeamento de diferentes sequências 

Estudos comparativos utilizando em conjunto sondas de DNAr 5s e 45s, sondas de 

DNA telomérico e sondas de retrotransposons também são feitos com o auxilio desta 

técnica. A principal importância desse tipo associado de análise é descobrir se estas 

sequencias co-localizam no mesmo local do cromossomo e como elas se distribuem nos 

cariótipos das espécies. No trabalho de Murray et al., (2002) foram comparadas todas essas 

sequências em Podocarpus e em outras espécies de gimnospermas, por exemplo, observou-

se que ao contrário de outras coníferas, as espécies de Podocarpus analisadas apresentam 

apenas um par de sítios de DNAr 45S, sendo estas co-localizadas com os sítios de DNAr 

5S. Os principais tipos de sequências utilizadas dessa forma associada serão apresentados 

no tópico seguinte. 
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2.4.2 Sítios de DNAr 5S e 45S 

Os DNAs ribossomais (DNAr) 5S e 45S são sequências altamente conservadas no 

genoma, do ponto de vista evolutivo. Esses sítios de DNAr são os mais utilizados como 

marcadores para identificação cromossômica em plantas, uma vez que tem a vantagem 

de serem repetidos em tandem até milhares de vezes. Outro aspecto importante é grau de 

conservação dessas sequências, o que possibilita a preparação de uma sonda com o DNAr 

de qualquer espécie vegetal e sua posterior aplicação em quase todas as outras espécies 

vegetais (Guerra, 2004). 

Geralmente os sítios de DNAr 45S são bastante numerosos e correspondem às 

chamadas regiões organizadoras de nucléolo (RONs), as quais podem ser detectadas por 

meio da dupla coloração com CMA/DAPI, correspondendo as bandas CMA positivas 

(Neves et al., 2005). Por outro lado, o DNAr 5S é uma sequencia mais variável, sendo 

representada nas espécies, na maioria das vezes, em apenas um par cromossômico e 

menos frequentemente em dois ou mais pares (Guerra, 2004). 

 

2.4.3 Sítios de DNA telomérico 

A região dos terminais cromossômicos (telômeros) dos eucariotos é formada, 

frequentemente, por sequencias de microssatélites ricos em TnAGn, os quais estão 

organizados em arranjos com até milhares de cópias. O DNA telomérico é bastante 

conservado e, apesar de ser comum nos terminais dos cromossomos, também pode ser 

encontrado em outras regiões, principalmente próximo ao centrômero. A análise dessa 

sequência in situ é de grande importância uma vez que assim é possível de detectar 

determinados eventos evolutivos como fusões e fissões cromossômicas (Sykorova et al., 

2003). 

Inicialmente, o DNA telomérico isolado de Arabidopsis thaliana foi utilizado para 

investigar a presença dessa sequência em outras espécies de plantas. Foi observado então 

que em muitos grupos essa mesma sequência estava presente e em outros não (Fuchs et 

al., 1995). Posteriormente outros trabalhos também revelaram a ausência da sequência de 

Arabidopsis nos terminais teloméricos de plantas (Adms et al., 2001; Sykorova et al., 

2003), sendo provado depois que tais sequencias foram substituídas pela repetição 

telomérica de vertebrados. 
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2.4.4 Distribuição de retrotransposons nos cromossomos de plantas 

Os retrotransposons podem ocupar diferentes porções e regiões nos cromossomos 

das espécies, podendo ser mais bem representados em algumas áreas do cromossomo que 

em outras. A FISH vem sendo utilizada extensivamente para obter a localização de uma 

gama dessas sequências de DNA móvel (Friesen et al., 2001; Renny-Byfield et al., 2012; 

Begum et al., 2013) tanto nos cromossomos de angiospermas como nos de gimnopermas 

(Greilhuber et al., 2014). 

Em espécies de Coffea um retroelemento do tipo Ty3-Gypsy foi isolado e 

localizado por FISH. Tal elemento encontrava-se conservado entre as sete espécies 

analisadas, variando na sua distribuição (formando blocos em algumas espécies e 

dispersos em outras) e na intensidade dos sinais (Yuyama et al., 2012). 

O retroelemento Athilla, também Ty3-Gypsy, encontra-se altamente concentrado 

enriquecendo a heterocromatina pericentromérica de Arabidopsis thaliana. Esse 

retroelemento foi descoberto ao caracterizar as regiões flanqueadoras do centrômero de 

A. thaliana, sendo então encontrado em torno dos cinco pares cromossômicos dessa 

espécie e bem mais abundante que qualquer outro tipo de TE (Slotkin, 2010). 

Ao analisar sequencias do retrotransposons Ty1-Copia em espécies do gênero 

Hypochaeris da família Asteraceae, foi observado uma distribuição dispersa por todos os 

cromossomos. Observou-se também que Hypochaeris angustifolia e H. maculata 

apresentavam o mesmo padrão de distribuição quanto ao retroelemento, o qual é disperso 

ao longo de todo o comprimento dos braços cromossômicos, com exceção dos sites de 

DNAr e alguns centrômeros (Ruas et al., 2008). 

Geralmente os retrotransposons apresentam sinais bastantes dispersos, mas podem 

também ser vistos formando pequenos blocos, como observado em um estudo com 

Chenopodium quinoa, onde observou-se sinais nas regiões pericentromérica e 

centromérica de todos os cromossomos, apenas variando na intensidade destes (Kolano 

et al., 2013). 

 

2.5 RETROTRANSPOSONS 

O genoma de um indivíduo é constituído por diferentes tipos de sequências de DNA 

de cópia única e de DNA repetitivo. O DNA repetitivo pode estar disperso ou repetido 

em tandem (Rao et al., 2010). Muitas dessas sequências repetitivas tratam-se de 

elementos de transposição. 
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Os elementos de transposição (TE, do inglês tranposition elements) foram 

originalmente descobertos por Barbara McClintock por meio de estudos com o milho. 

Inicialmente pensava-se que esses elementos eram associados a alelos recessivos 

instáveis. Atualmente sabe-se que os TEs são sequências móveis de DNA com 

capacidade de se replicar e se inserir no genoma independente da homologia de 

sequências, sendo encontrados geralmente dispersos por todo o genoma (Feschotte et al., 

2002). 

Esses elementos de transposição constituem uma grande parte do genoma total das 

plantas. Em coníferas, por exemplo, eles podem chegar a até 50% do genoma (Friesen et 

al., 2001) e em milho, estima-se que essas sequências alcancem de 64% a 73% do genoma 

total (Meyers et al., 2001). 

Tais elementos podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de 

transposição no genoma, por meio de uma transcrição reversa de RNA (classe I) ou pelo 

modo “cortar” a sequência e “colar” em outro lugar do genoma (classe II). Os elementos 

da classe I podem ser divididos em dois grupos: os que possuem região flanqueadora 

formada por terminais de cadeias longas (LTR) e os de repetições terminais de cadeias 

curtas (não LTR). Os retrotransposons são exemplos de elementos da classe I. Os 

elementos da classe II geralmente possuem uma estrutura simples, com o gene da 

transposase flanqueado por dois terminais curtos de repetição invertida. Os transposons 

são elementos típicos da classe II (Muñoz-López et al., 2010). 

Entre os elementos móveis destacam-se os retrotransposons, os quais ocupam uma 

grande parte do genoma das plantas. Nas angiospermas, por exemplo, os TEs mais 

comuns e abundantes são os retrotransposons da classe I: Ty1-Copia e Ty3-Gypsy. Esses 

retroelementos LTR compõem a maior fração do genoma das plantas, sendo os principais 

responsáveis pela extensa variação na quantidade de DNA dos genomas. Eles podem 

variar bastante em relação a sua distribuição, ao número de cópias e aos tipos 

encontrados, sendo classificados em super-famílias e famílias (LTR, LINES, SINES, 

CACTA, MULE) de acordo com a homologia com outros elementos (Wessler, 2006). No 

milho (Zea mays) os elementos de transposição chegam a ocupar até 85% do genoma, 

sendo encontrados tanto nas regiões heterocromáticas, como nas eucromáticas (Schnable 

et al., 2009). Na banana (Musa acuminata), esses elementos também foram encontrados 

em abundância, destacando-se um elemento do tipo LINE específico do centrômeros 

dessa espécie (D’Hont1 et al., 2012). Em cevada, foi observado um total de 14 famílias 

de elementos transponíveis em 50% do genoma, sendo dez desses retrotransposons da 
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superfamília Gypsy e dois da superfamília Copia. Ainda outras 234 famílias além 

daquelas pertencentes à Gypsy e Copia, foram identificadas no genoma da cevada, 

tomando parte de 9,61% deste (Wicker et al., 2009). Em espécies da família Oxalidaceae 

foi observado que os genomas são compostos principalmente por retrotranposons do tipo 

Gypsy subtipos Chromo, Ogree e Copia subtipo Angela (Vaio, 2012). 

 

2.5.1 Ty1-copia e Ty3-gypsy 

Os retrotransposons LTR são abundantes em plantas que em animais. A família 

de retrotransposons Ty1-Copia e Ty3-Gypsy possuem uma organização genômica muito 

semelhante entre si. Segundo a literatura, a mecânica intracelular, a replicação e o modo 

de integração ao DNA são os mesmos tanto para Ty1-Copia e Ty3-Gypsy. Ambas famílias 

codificam um número de proteínas especificadas por três principais genes: gag, pol e int; 

diferindo apenas na ordem em que estes estão organizados. É válido lembrar também que 

análises filogenéticas feitas por meio de comparações de sequências da transcriptase 

reversa indicam que o Ty3-Gypsy e Ty1-Copia formam grupos bastante distintos, dando 

sentido a diferença de ordem dos genes (Kumar & Bennetzen, 1999). 

 

2.6 O GÊNERO OXALIS L. (OXALIDACEAE) 

Oxalidaceae é uma família botânica pertencente à subclasse Euroside I, incluída 

na ordem Oxalidales, apresentando indivíduos bastante diversos do ponto de vista 

morfológico, e agrupando cerca de 950 espécies distribuídas em cinco gêneros: Averrhoa, 

Bryophytum, Dapania, Oxalis e Sarcotheca (APG III, 2009; Souza & Lorenzi, 2012; 

Lourteig, 1983). 

Oxalis L. é o maior e mais diverso gênero da família Oxalidaceae, composto por 

aproximadamente 500 espécies distribuídas pelas regiões tropicais e temperadas do globo, 

mais especificamente o continente americano e o africano. São comumente conhecidas 

como azedinhas, devido à grande concentração de ácido oxálico presente em suas folhas 

(Lourteig 1983). São mais comumente utilizadas como plantas ornamentais, na medicina 

e até mesmo na culinária por meio de seu tubérculo, como é o caso de Oxalis tuberosa. O 

gênero Oxalis é um dos únicos gêneros dentro das eudicotiledoneas que apresentam 

bulbos verdadeiros (Lourteig, 1983; Eiten, 1963; Emshwiller & Doyle, 1998). 

Devido à grande variação na morfologia e nos hábitos observados entre as 

espécies americanas, em contraste com as espécies africanas que são bulbosas perenes, a 



16 
 

hipótese mais provável é que o centro de origem dessas espécies seja a América (Lourteig 

2000). 

O gênero Oxalis encontra-se dividido em quatro subgêneros, sendo eles 

Monoxalis (Small) Lourteig, Oxalis L., Trifidus Lourteig, Reiche e Thamnoxys (Endl.) 

Progel. 

 

2.6.1 Subgênero Thamnoxys 

Com 71 espécies distribuídas em nove seções, Thamnoxys engloba indivíduos com 

hábito herbáceo, arbustivo ou subarbustivo, caracterizados geralmente por apresentarem 

folhas tri-foliadas, pinadas e raques semelhantes às presentes em Leguminosae, podendo 

ocorrer também indivíduos unifoliolados (Lourteig 1994). 

Possuem uma homogeneidade morfológica acentuada, com suas espécies 

localizadas principalmente nas América Central e América do Sul. Dessa forma, Lourteig 

(1994) propôs uma hipótese de provável origem nos cerrados e campos brasileiros, uma 

vez que lá elas se encontram mais diversificadas. 

Análises filogenéticas por meio de dados morfológicos sugerem que Thamnoxys 

seja um subgênero monofilético, porém as relações entre as seções do subgênero não se 

encontram ainda bem resolvidas, carecendo assim de dados moleculares para uma maior 

robustez das hipóteses (Abreu et al., 2012). 

 

2.6.2 Citogenética do subgênero Thamnoxys 

Do ponto de vista citogenético, o gênero Oxalis é pouco estudado. Contudo, os dados 

disponíveis indicam uma elevada variação cariológica dentro do grupo, seja em relação 

aos números cromossômicos, quanto ao tamanho e morfologia cromossômica. Para esse 

grupo foi relatado até seis números básicos, sendo eles x = 5,6,7,8,9 e 11 (de Azkue e 

Martínez 1983, 1984, 1990; de Azkue 2000). 

Citogenetimente, Thamnoxys destaca-se por agrupar as espécies que possuem os 

maiores cromossomos do Oxalis. Os cariótipos das espécies variam bastante quanto aos 

números básicos, contendo cinco dos seis propostos para Oxalis (x = 5, 6, 7, 8 e 9) e 

tamanhos dos cromossomos, variando de 1 a 11 µm (de Azkue 2000). Como exemplo da 

variação entre as espécies do subgênero, pode-se observar dois aspectos: a variação 

cromossômica numérica entre as espécies O. neuwiedii (com 2n = 10), O. cratensis e O. 

psoraleoides (com 2n = 12), com cromossomos variando de metacêntricos a 
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acrocêntricos; bem como variação no número de bandas CMA+, que variam desde 2 

bandas CMA+ para O. cratensis, 6 em O. neuwiedii e 14 para O. psoraleoides (M Vaio, 

dados não publicados). 

 

2.6.3 Quantidade de DNA nuclear em espécies de Thamnoxys 

Poucos trabalhos foram publicados acerca do conteúdo de DNA das espécies de 

Oxalis e do subgênero Thamnoxys. Contudo, sabe-se que há uma considerável diferença 

no conteúdo de DNA dessas espécies. Publicações mais antigas relatam valores do 

conteúdo de DNA para algumas espécies arbustivas que são encontradas pela América 

do Sul, variando de 1,76 picogramas em Oxalis alstonii até 33 pg em Oxalis díspar 

(Azkue & Martínez 1987). Existem também valores determinados para algumas espécies, 

tais como: O. cratensis com 2,98 pg, O. neuwiedii com 5,24 pg e O. psoraleoides com 

41,14 pg, porém esses dados ainda não foram publicados (Vaio, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

3. RESULTADOS 

3.1 VARIAÇÃO CROMOSSÔMICA EM ESPÉCIES DE OXALIS SUBGÊNERO 

THAMNOXYS (OXALIDACEAE) 

 

Jéssica Nascimento1, Magdalena Vaio2 & Marcelo Guerra1* 

 

 

 

 

 
1 Laboratório de Citogenética Vegetal e Evolução, Departamento de Botânica, CCB, 

Universidade Federal de Pernambuco, Rua Prof. Nelson Chaves, S/N, Cidade 

Universitária, Recife, PE 50372-970, Brasil 

2 Universidade De la República - Departamento de biologia vegetal, - Montevideo 

Uruguay. 

*Autor para correspondência: Marcelo Guerra Departamento de Botânica, CCB 

Universidade Federal de Pernambuco 50.670-420 Recife, PE msfguerra@hotmail.com 

 

 

Resumo 

O subgênero Thamnoxys apresenta os maiores cromossomos do gênero e uma das 

maiores variações na quantidade de DNA entre as angiospermas. Neste trabalho, foi 

analisada a variação cariotípica em 12 espécies de Thamnoxys com base nas bandas 

CMA/DAPI, sítios de DNAr e quantidade de DNA. Em O. psoraleoides, a espécie com 

maior conteúdo de DNA, foi analisada também a distribuição de um retrotransposon e do 

DNA telomérico. Todo os parâmetros cariológicos foram bastante variáveis, 

apresentando números cromossômicos 2n = 10 a 24, cromossomos meta, submeta e 

acrocêntricos, 4 a 16 bandas CMA+, 2 a 4 de sítios de DNAr 5S e 4 a 14 de DNAr 45S 

co-localizados com bandas CMA+. Cada espécie diferiu das demais principalmente pelo 

tamanho e morfologia dos cromossomos e pela quantidade de DNA. Oxalis psoraleoides 

e O. rhombeo-ovata foram as únicas com uma banda DAPI+ e sítio de DNAr 5S co-

localizado com banda CMA+, confirmando a proximidade filogenética entre elas. Não foi 

detectado DNA telomérico associado à aparente fusão cêntrica em O. psoraleoides. 
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Apesar da extensa variação em tamanho genômico, não foram encontrados blocos de 

heterocromatina além dos sítios de DNAr e da banda DAPI+. Por outro lado, a 

hibridização in situ de um retrotransposon revelou marcação intensa e homogênea nos 

cromossomos. O motivo da intensa diversidade cariotípica desse grupo permanece 

desconhecido mas a evolução cariotípica se deu principalmente por amplificação/deleção 

de elementos de transposição. 

Palavras-chave: Citogenética, CMA/DAPI, DNAr 5S e 45S, DNA nuclear, evolução 

cariotípica. 

 

Introdução 

Oxalis é o maior gênero na família Oxalidaceae, com cerca de 500 espécies 

distribuídas pelas regiões tropicais e temperadas do globo, sendo conhecidas 

popularmente como azedinhas (Lourteig, 1983). O gênero encontra-se dividido em quatro 

subgêneros: Oxalis L., Monoxalis (Small) Lourteig, Trifidus Lourteig, e Thamnoxys 

(Endl.) Reiche. Composto por 71 espécies divididas em nove seções, Thamnoxys 

comporta plantas de hábito arbustivo ou subarbustivo, caracterizadas por apresentarem 

folhas geralmente trifolioladas (em alguns casos com folhas simples), pinadas e raques 

semelhantes às presentes em Leguminosae (Lourteig, 1994). No nordeste brasileiro 

destaca-se o subgênero Thamnoxys, composto por espécies com hábito arbustivo ou 

subarbustivo. Estudos filogenéticos recentes indicam que o subgênero Thamnoxys (e 

algumas de suas seções) é parafilético (Vaio, 2012). 

Do ponto de vista citogenético, o subgênero Thamnoxys apresenta ampla variação 

no cariótipo e na quantidade de DNA nuclear (Vaio, 2012). O grupo destaca-se por 

apresentar as espécies com os maiores cromossomos do gênero Oxalis, variando em 

tamanho de 1 a 11 µm (de Azkue, 2000). Apresenta também uma grande variação de 

números cromossômicos, incluindo uma série disploide com n = 5, 6, 7, 8 e 9, 

frequentemente acompanhada de poliploidia para os diferentes números dessa série. O 
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número cromossômico básico mais provável para Thamnoxys é x = 6, embora x = 5 

também seja bem representado entre as seções desse subgênero (Vaio, 2012). Os 

cromossomos apresentam elevada variação na morfologia, que vão desde acrocêntricos a 

metacêntricos, e no número de bandas CMA+, com pouca ou nenhuma banda DAPI+. 

Entre as espécies diploides do subgênero há uma extensa variação de conteúdo de DNA, 

que vai de 1,19 pg em Oxalis glaucescens até 41,14 pg em O. psoraleoides (De Azkue e 

Martínez, 1988; Vaio, 2012). 

A análise da variação no tamanho do genoma é importante para a compreensão 

dos fenômenos cariológicos que envolvem grupos relacionados de plantas, 

principalmente aqueles que apresentam diferenças cariotípicas muito acentuadas, 

envolvendo séries poliploides e disploides difíceis de interpretar (Weng et al., 2012; 

Huang et al., 2013). Aliada à variação cromossômica numérica, a quantificação do DNA 

nuclear é considerada um dos parâmetros citotaxonômicos mais simples e confiáveis 

(Guerra, 2012), podendo fornecer informações adicionais sobre variações relacionados à 

hibridização inter- e intraespecífica (Loureiro & Santos, 2004; Brasileiro-Vidal et al., 

2005; Prancl et al., 2014; Pandit et al., 2014). 

A maior parte do genoma dos eucariotas é constituída por DNA repetitivo, um 

importante componente do genoma em plantas. As sequencias repetitivas podem estar 

organizados de forma dispersa ou em tandem. A maioria dessas sequências são 

retrotransposons, elementos móveis capazes de se replicarem e se inserirem no genoma 

independente da homologia de sequências, apresentando abundância altamente variável. 

Esse tipo de DNA repetitivo se encontra geralmente disperso pelo genoma enquanto as 

sequencias repetidas em tandem, denominadas de DNA satélite, formam blocos de DNA 

frequentemente visíveis como bandas heterocromáticas (Rao et al., 2010). Um tipo 

particular de DNA repetitivo em tandem é o DNA ribossomal (DNAr 5S e 45S), formados 
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por 150 a 26.000 unidades em plantas (Prokopowich et al., 2003). 

A maioria das sequências de DNA repetitivo pode ser detectada nos cromossomos 

por hibridização in situ fluorescente (FISH), como por exemplo, o DNAr 5S e 45S e o 

DNA telomérico. Essas três sequencias são bem conservadas em plantas e por isso são 

mais facilmente detectadas, podendo variar em quantidade e posição entre as espécies 

(Roa & Guerra, 2015). A localização destas sequências nos cromossomos auxilia na 

caracterização dos cariótipos e permite um melhor entendimento dos mecanismos 

evolutivos (Rosato et al., 2015; Souza et al., 2016). A FISH utilizando sequências de 

retroelementos tem se mostrado importante para entender a participação destas 

sequências na expansão do genoma em plantas (Renny-Byfield et al. 2012; Begum et al. 

2013). 

A localização de bandas heterocromáticas ricas em GC ou AT pode ser feita com 

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

respectivamente. Essas bandas funcionam como marcadores cromossômicos, 

contribuindo, por exemplo, para o estabelecimento de um mapa físico comparado entre 

espécies próximas de Citrus (Silva et al., 2015) ou para refinar a análise filogenética de 

um grupo de espécies de orquídeas Pleurothallidinae (De Oliveira et al., 2015) 

No presente trabalho foi feita uma análise comparada do número e morfologia 

cromossômica, distribuição das bandas CMA/DAPI e dos sítios de DNAr 5S e 45S e 

tamanho do genoma de 19 espécies de Oxalis subg. Thamnoxys, visando contribuir para 

o entendimento da evolução cromossômica do grupo. Além disso, foi feita a localização 

in situ do DNA telomérico e de três dos retroelementos mais abundantes de O. 

psoraleoides, a espécie com maior conteúdo de DNA conhecida no gênero. Esses dados 

foram analisados visando responder objetivamente as seguintes questões: (1) Qual a 

contribuição das bandas heterocromáticas para a extensa variação do tamanho genômico 
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em espécies do subgênero Thamnoxys? (2) Existe alguma relação entre aumento do 

conteúdo de DNA e do número de sítios de DNAr nesse grupo? (3) Teriam os 

retroelementos mais abundantes uma localização cromossômica preferencial ou seriam 

todos igualmente dispersos? (4) Existiria algum indício de fusão cêntrica envolvendo o 

DNA telomérico no par cromossômico sub-metacêntrico de O. psoraleoides? 

 

Materiais e Métodos 

Para as análises mitóticas, pontas de raízes e botões florais jovens, foram pré- 

tratados com 8-hidroxiquinoleína (8-HQ) por 24 horas a 10º C, fixados em Carnoy 3:1 

(etanol: ácido acético glacial) por no mínimo 2 horas à temperatura ambiente e estocadas 

em freezer a -20ºC para posterior utilização. 

Para a preparação das lâminas, o material estocado foi lavado três vezes em água 

destilada e digerido a 37º C em uma solução contendo 2% de celulase (Onozuka) e 20% 

de pectinase (Sigma, Saint Louis, MO) (w/v). As raízes foram digeridas por 30 minutos 

e os botões florais por duas a 3 horas. As lâminas foram preparadas por esmagamento em 

ácido acético a 45%, com posterior remoção da lamínula em nitrogênio líquido. As 

lâminas foram secas ao ar e deixadas para envelhecer durante três dias. 

Para a coloração com fluorocromos foi seguido o protocolo descrito por Barros e 

Silva & Guerra (2010). As lâminas foram coradas com CMA3 (0,1 mg/ml) durante uma 

hora com DAPI (1 µg/ml) por 30 minutos, sendo em seguida lavadas, secas ao ar e 

montadas em glicerol e tampão McIlvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). 

As melhores metáfases foram fotografadas com microscópio de epifluorescência 

Leica utilizando o software QFISH (Leica). A edição das imagens foi realizada no 

programa Adobe Photoshop CS5. Após fotografadas as lâminas foram descoradas em 

Carnoy por 30 minutos, seguido por álcool etílico absoluto por 2 horas e guardadas para 
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uso posterior na FISH. 

Para a detecção dos sítios de DNAr 5S, 45S, DNA telomérico e DNA de 

retrotransposons foi seguido o protocolo de Pedrosa et al., (2002). A mistura de 

hibridização continha 50% de formamida (v/v), 10% de dextran sulfato (w/v), 2× SSC e 

1 ng/μl de cada sonda. As lâminas foram desnaturadas por 5 minutos a 75ºC e hibridizadas 

por 1 dia a 37ºC. Os banhos pós-hibridização fora feitos de modo a obter o nível de 

estringência final de 76%. A sonda de DNAr 45S foi detectada com anti- 

digoxigenina conjugada com FITC produzida em ovelha (Roche) e o sinal amplificado 

com anticorpo contra anticorpos de ovelha, produzido em coelho e conjugado com FITC 

(Sigma). Todas as preparações foram contra-coradas e montadas com 8μg/ml de DAPI 

em Vectashield (Vector) e as imagens das células foram capturadas como descrito acima 

para a coloração com fluorocromos. 

A quantificação do DNA seguiu o protocolo de Loureiro et al., (2007), onde o tampão 

WPB foi utilizado para preparar uma suspenção de núcleos oriunda de folhas jovens. O 

tamanho do genoma foi estimado através de um citômetro de fluxo CyFlow SL de acordo 

com Dolezel et al., (2007). O conteúdo de DNA final para cada acesso foi estimado com 

base em três diferentes medições para cada planta individualmente. Como controle 

interno, foram utilizadas espécies com conteúdo de DNA nuclear recomendado e 

fornecidas pelo Prof. J. Dolezel (Institute of Experimental Botany – República Tcheca). 

 

Resultados 

Na tabela 1 estão indicados os nomes das espécies analisadas, nomes dos coletores 

e os locais de procedência. Os dados das análises citogenéticas e da quantificação de DNA 

encontram-se reunidos na tabela 2. 

A maioria das espécies teve 2n = 12, com cromossomos metacêntricos, 
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submetacêntricos e acrocêntricos, possuindo um a sete pares de bandas CMA+ e nenhuma 

banda DAPI+, exceto O. rhombeo-ovata que apresentou uma pequena banda DAPI+. No 

conjunto, cada espécie teve um cariótipo distinto. 

Oxalis psoraleoides, com 2n = 12, apresentou os maiores cromossomos, com um 

par de metacêntricos e cinco pares de acrocênticos (1M + 5A), bandas CMA+ terminais 

nos braços longos de todos os cromossomos, inclusive nos dois braços do par 

metacêntrico, e um par de bandas intersticiais no braço curto do par metacêntrico (Fig. 

1a). Foi observado um único par de sítios de DNAr 5S, coincidindo com bandas CMA+ 

intersticiais do metacêntrico e sítios de DNAr 45S coincidindo com todas as bandas 

terminais (Fig. 2a). 

Oxalis cratensis, O. divaricata, O. frutescens, Oxalis sp1 e O. hedysarifolia, 

também com 2n = 12, diferiram na fórmula cariotípica e no número de bandas CMA 

Oxalis cratensis foi quase sempre diploide com fórmula cariotípica 2M + 2SM + 2A e 

dois pares de bandas terminais CMA+, um no braço curto dos cromossomos acrocêntricos 

e outro no braço longo do maior par submetacêntrico (Fig. 1b). Foram também 

encontrados dois indivíduos triploides, no campus da UFPE, com 2n = 18 (3M + 3SM + 

3A) e seis bandas CMA+ nos braços curtos dos acrocêntricos (Fig. 1c). Nos dois 

indivíduos de O. hedysarifolia (2M + 3SM + 1A) coletados em Garanhuns (PE) houve 

uma pequena variação no número de bandas CMA+: um deles (LPF 14420) apresentou 

um par de bandas CMA+ em um dos pares submetacêntricos e uma minúscula banda 

terminal pode ser observada no braço curto de um dos cromossomos dos outros pares de 

submetacêntricos (Fig. 1e) enquanto que o outro indivíduo apresentou dois pares de 

bandas bem visíveis (Fig. 1f). Em O. frutescens foram encontrados indivíduos diploides 

(3M + 3SM) e tetraploides (6M + 6SM), apresentando dois e quatro pares de bandas 

CMA+, respectivamente (Fig. 1h, 1i). 
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Em relação aos sítios de DNAr as espécies O. cratensis, O. frutescens diploide, 

Oxalis sp1 e O. hedysarifolia (LPF 14420), apresentaram apenas um par de sítios de 

DNAr 5S e dois pares de 45S (Fig. 2a, 2b, 2c e 2e). A posição do sítio de DNAr 5S foi 

intersticial em O. cratensis e proximal nas demais, enquanto os sítios de DNAr 45S 

foram sempre co-localizados com as bandas CMA+, exceto em O. hedysarifolia, na 

qual não foi feita a FISH com DNAr 45S. 

Oxalis physocalix, O. grisea, Oxalis ciliata e O. juruensis, com 2n = 12 diferiram 

das demais por apresentarem apenas cromossomos acrocêntricos e um maior número de 

bandas CMA+: quatro pares em O. grisea e cinco pares nas demais (Fig. 1j, 1k, 1l, 1m). 

Sítios de DNAr 5S e 45S foram observados apenas em O. juruensis, tendo um par de 

sítios 5S intersticial e 5 pares de 45S co-localizados com as bandas CMA+ (Fig. 2f). 

Uma outra espécie que apresentou todos os cromossomos acrocêntricos foi 

 

O. rhombeo-ovata, com 2n = 14 e um cariótipo muito semelhante ao de O. psoraleoides. 

Os cromossomos dessas duas espécies têm tamanho similar, bandas CMA+ co-

localizadas com sítios de DNAr no terminal de todos os braços cromossômicos, exceto 

nos pequenos braços dos acrocêntricos, e a presença de uma banda CMA+ intersticial co-

localizada com o único sítio de DNAr 5S. Contudo, O. rhombeo-ovata difere de O. 

psoraleoides pela presença de bandas CMA+/sítios de DNAr 45S nos braços curtos dos 

acrocêntricos e uma banda DAPI+ entre o sítio de DNAr 5S e o telômero desse braço, 

além da fissão-fusão cêntrica responsável pela diferença de número cromossômico (Fig. 

2g, Fig. 3). 

Oxalis pyrenea (16M + 4SM + 4A) e O. sellowii (20M + 4A) tiveram 2n = 24, o 

maior número cromossômico encontrado nesta amostra. Os cariótipos dessas espécies 

apresentaram bandas CMA+ nos cromossomos acrocêntricos. Em O. pyrenea foram 
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observados dois pares de sítios de DNAr 5S e sítios de 45S co-localizados com todas as 

bandas CMA+ além de e sítios terminais menores em dois pares de submetacêntricos 

(Figs.1o-p e 2h-i). 

No citotipo tetraploide de O. frutescens (2n = 24; 12M + 12SM) foram 

encontradas 4 pares de bandas CMA+ terminais em cromossomos submetacêntricos (Fig. 

1i). Dois pares de sítios de DNAr 5S e quatro pares de 45S foram localizados na região 

terminal dos braços curtos de 8 submetacêntricos distintos, sendo os últimos co- 

localizados com as bandas CMA+. Curiosamente, no citótipo diploide de O. frutescens o 

sítio de DNAr 5S está localizado na região intersticial do braço longo de um par 

submetacêntrico grande, ligado a um sitio de DNAr 45S no terminal do braço curto, 

enquanto no tetraploide os dois pares de DNAr 5S são terminais e não estão ligados ao 

45S (compare Fig 2c e 2j). 

Oxalis neuwiedii e Oxalis puberula apresentaram 2n = 10 (2M + 2SM + 6A) (Fig. 

1 q-r). Em O. neuwiedii as bandas CMA+ co-localizaram com sítios de DNAr 45S nos 

braços curtos de quatro acrocêntricos. O único sítio de DNAr 5S foi localizado adjacente 

e proximal ao 45S do maior acrocêntrico (Fig. 2k). Oxalis puberula não foi analisada por 

meio de FISH. 

A FISH com DNA telomérico foi realizada em apenas duas espécies, O. 

psoraleoides e O. frutescens (Fig. 4a e 4b). Nesses casos, os sítios foram exclusivamente 

terminais. Três tipos de retrotransposons foram testados em O. psoraleiodes, dois Ty3-

gypsy (Chromovirus e Ogre) e um Ty1-copia (Angela), todos eles mostraram distribuição 

dispersa em todos os cromossomos (Fig. 4c, 4d e 4e). 

O conteúdo de DNA das espécies analisadas foi bem heterogêneo, tendo como 

menor valor 2C = 2,03 pg para Oxalis sp 2 e o maior valor 2C = 11,44 pg em Oxalis sp 3 

(Tabela 2). 
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Discussão 

Os números cromossômicos apresentados no presente trabalho para 17 espécies 

confirmam as contagens prévias para Oxalis cratensis, O. divaricata, O. frutescens, O. 

physocalix, O. grisea, O. hedysarifolia, O. psoraleoides e O. juruensis, todas diploides 

com 2n = 12, e para O. neuwiedii e O. rhombeo-ovata, com 2n = 10 e 2n = 14, 

respectivamente (Marks, 1956; De Azkue e Martinez, 1983; De Azkue e Martínez, 1984; 

De Azkue e Martinez, 1987; De Azkue, 2000; Vaio, 2012). Além disso, foram feitas as 

primeiras contagens cromossômicas para Oxalis ciliata, O. pyrenea e O. sellowii, onde a 

primeira é diploide com 2n=12 e as demais poliploides com 2n = 24, e identificado um 

citótipo tetraploide para O. frutescens, com 2n = 24, e um triploide com 2n = 18 para O. 

cratensis. Esses dados revelam que a frequência de poliploides com x = 6 é relativamente 

alta em Thamnoxys, tanto no nível intra-específico quanto inter- específico. Entretanto, 

comparando com a frequência de poliploidia em outros subgêneros de Oxalis (KrejČíková 

et al., 2013; Vaio et al., 2013, 2016) essa variação é ainda incipiente. Curiosamente, a 

poliploidia parece restrita à seção Thamnoxys enquanto a disploidia é mais frequente no 

clado B, a linhagem irmã de Thamnoxys que teria originado as demais seções do gênero 

(Vaio, 2012). 

Em relação à heterocromatina detectada por CMA/DAPI, exceto O. rhombeo- 

ovata, todas as demais espécies apresentaram apenas heterocromatina CMA+ associada 

aos sítios de DNAr 45S, exceto uma banda CMA+ intersticial co-localizada com o DNAr 

5S em O. psoraleoides e de O. rhombeo-ovata. Isso sugere que ao menos as bandas 

CMA+ localizadas nos braços curtos dos acrocêntricos de O. divaricata, O. grisea, O. 

newiedii e O. sellowii sejam também sítios de DNAr 45S. Essa restrição da 

heterocromatina aos sítios de DNAr 45S tem sido observada também nos representantes 
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de outros subgêneros de Oxalis (Vaio et al., 2013, 2016). Em O. rhombeo-ovata, foi 

observada uma banda DAPI+ fraca, ausente inclusive na espécie irmã, O. psoraleoides, 

sugerindo se tratar de um DNA satélite rico em AT nascente nessa espécie. 

Gêneros cujas espécies possuem apenas heterocromatina CMA+ restrita aos sítios 

de DNAr não são raros (ver por ex. Melo et al., 2003; Souza et al., 2015). Entretanto, em 

Oxalis parece ter ocorrido extensa ampliação do tamanho do genoma repetidas vezes, 

criando um ambiente favorável à formação e manutenção de sequências em tandem 

formando blocos de heterocromatina. Embora nem toda heterocromatina seja 

necessariamente detectada com os fluorocromos CMA e DAPI, após a FISH é comum 

que outros tipos de heterocromatina também sejam revelados como blocos DAPI+ nos 

cromossomos (Barros e Silva & Guerra, 2010); Bogunic et al., 2011). A ausência de 

blocos DAPI+ após a FISH nas espécies de Oxalis analisadas sugere que a 

heterocromatina nessas espécies esteja realmente restrita aos sítios de DNAr. Nesse caso, 

a contribuição da heterocromatina para o aumento do tamanho do genoma de Oxalis seria 

mínima ou nenhuma. 

Um dado importante para a caracterização dos cariótipos das espécies de 

Thamnoxys foram os sítios de DNAr 5S e 45S. Cada espécie apresentou apenas um par 

de sítios de DNAr 5S por conjunto monoploide, não havendo diploidização do número de 

sítios nem nos tetraploides intraespecíficos nem nas espécies onde só são conhecidos 

tetraploides. Entretanto, como o número de cromossomos da maioria das espécies é baixo, 

esses sítios constituíram marcadores cromossômicos importantes para identificar 

homólogos e auxiliar no entendimento da evolução cariotípica. Por exemplo, o cariótipo 

de O. psoraleoides e O. rhombeo-ovata diferem entre si principalmente pela presença de 

um metacêntrico grande em O. psoraleoides, aparentemente correspondente a dois dos 

acrocêntricos de O. rhombeo-ovata. A ocorrência de um único sítio de DNAr 5S no braço 



29 
 

curto do metacêntrico de O. psoraleoides e em um dos menores acrocêntricos de 

O. rhombeo-ovata fortemente sugere uma homologia entre esses dois elementos. 

A hipótese de que essas duas espécies diferiam por um evento de fusão ou fissão 

cêntrica havia sido proposta anteriormente com base no número e morfologia 

cromossômica (De Azkue & Martínez, 1983). A localização do DNAr 5S revelou o par 

de acrocêntricos mais provavelmente envolvido nesse evento, mas não indica se teria 

havido fusão ou fissão cêntrica. A FISH com DNA telomérico em O. psoraleoides não 

mostrou nenhum sítio de DNA telomérico interno (ITS) na região proximal desse 

metacêntrico que permitisse reforçar a hipótese de fusão cêntrica. Um cariótipo idêntico 

ao de O. psoraleoides é encontrado em duas outras espécies próximas, O. erosa e O. 

phaseolifolia (De Azkue, 2000), sugerindo que se houve uma fusão cêntrica essa pode ter 

ocorrido num passado mais remoto, o que explicaria o desaparecimento de algum 

pequeno sítio de sequencias satélite formado durante a fusão cêntrica. 

Diferentemente dos sítios de DNAr 5S, os sítios de DNAr 45S variaram 

amplamente em número: de 2 a 20 sítios por conjunto cromossômico diploide. A presença 

de numerosos sítios de DNAr 45S em O. psoraleoides (12 sítios/2n = 12), O. juruensis 

(10 sítios/2n = 12) e O. neuwiedii (6 sítios/2n = 10), todas diploides, indica que a 

dispersão dessas sequencias mais provavelmente ocorreu por transposição ou por 

recombinação ectópica (Pedrosa-Harand et al., 2006). 

A distribuição dos sítios de DNAr 45S foi sempre terminal, preferencialmente nos 

braços curtos dos acrocêntricos e co-localizados com bandas CMA+, como na maioria 

das angiospermas (Roa e Guerra, 2012). Por outro lado, a posição dos sítios de DNAr 5S 

foi mais variável, sendo preferencialmente intersticial. Um caso particularmente raro foi 

a presença de sítios intersticiais no citótipo diploide de O. frutescens e terminais no 

citótipo tetraploide. Essas mudanças de posição podem ser devidas a um polimorfismo 

para a posição desses sítios entre as populações diploides ou a inversões cromossômicas, 
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mas a possibilidade de que esses citótipos se tratem de espécies distintas não pode 

descartada. 

A quantificação do conteúdo de DNA nuclear, feita aqui em oito espécies, confirma 

uma intensa variação inter-específica, sugerindo que o valor C é um parâmetro muito 

importante para a citotaxonomia do grupo (KrejČíková et al., 2013). Um aspecto que 

chama a atenção é a variação entre estimativas para uma mesma espécie feitas por nosso 

grupo e aquelas de De Azkue e Martínez (1988). Essa divergência pode se dever em parte 

a diferenças metodológicas, uma vez que a estimativa destes autores foi baseada em 

citofotometria com coloração Feulgen, podendo diferir um pouco dos dados obtidos por 

citometria de fluxo com iodeto de propídeo (Greilhuber, 2005). 

A maior divergência entre diferentes estimativas de conteúdo de DNA foi 

encontrada em O. psoraleoides. O registro anterior para essa espécie de 41, 14 pg (Vaio, 

2012) não deve ser considerado, porque ao menos um dos indivíduos incluídos nessa 

estimativa foi reavaliada por nosso grupo junto com mais outros dois de diferentes 

populações, sendo 35 picogramas a melhor estimativa para essa espécie. Esse valor é bem 

próximo do obtido por De Azkue e Martínez (1988). 

Esses dados confirmam que o conteúdo de DNA em Thamnoxys deve ter evoluído 

principalmente por proliferação/eliminação de elementos de transposição, uma vez que a 

maior parte da variação conhecida está entre espécies diploides. Esta variação ocorre tanto 

entre espécies com 2n = 10 (O. alstonii Lourteig, 2C = 1,76 pg – O. umbraticola A. St.-

Hil., 2C = 16,50 pg) quanto naquelas com 2n = 12 (O. divaricata Mart. Ex Zucc., 2C = 

1.88 pg – O. psoraleoides Kunth, 2C = 35,0 pg) e em diferentes seções do subgênero, 

indicando flutuações do valor C repetidas e independentes. Essas variações são 

conhecidas também de outros gêneros, como em Carex (Lipnerová et al., 2012) e 

Gossypium (Hawkins et al., 2006), mas com tamanha amplitude e em diferentes 
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subgêneros é muito raro (MacNeil et al., 2007). 

A hipótese de que a grande variação no conteúdo de DNA das espécies diploides seria 

devida a uma extraordinária expansão de retroelementos foi suportada pela identificação 

das principais sequencias de DNA repetitivo em três espécies de Thamnoxys e duas de 

outros subgêneros (Vaio et al., 2014). Quando hibridizados in situ, os três principais 

retrotransposons LTR de O. psoraleoides, dois do tipo Gypsy (Chromovirus e Ogre) e um 

do tipo Copia (Angela), mostraram sinais dispersos por todo o genoma. Isso explica em 

parte a falta de blocos heterocromáticos em espécies com valor C tão elevado. A 

ampliação/deleção dessas sequencias deve se dar de modo aleatório, uma vez que a 

morfologia cromossômica das espécies da seção Polymorpha e Psoraleoidea não parece 

substancialmente alterada. O aumento no tamanho do genoma causado pela expansão de 

apenas uma família de retrotransposons (tipo Ty3 gypgy) foi verificado em outras 

espécies, como por exemplo em Gossypium (Hawkins et al., 2009) e Capsicum annuum 

(Park et al., 2012). Contudo, é necessário analisar um maior número de espécies diploides 

para entender a dinâmica de expansão e contração de cada uma dessas sequências. 
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Figura 1 – CMA em espécies de Thamnoxys: Oxalis psoraleoides (a), O. cratensis 

diploide (b), O. cratensis triploide (c), O. divaricata (d), O. hedysarifolia (LPF 14420) 

(e), O. hedysarifolia (MV 415) (f), Oxalis sp.1 (g), O. frutescens diploide (h), O. 

frutescens tetraploide (i), O. physocalix (j), O. grisea (k), O. ciliata (l), O. juruensis 

(m), O. rhombeo-ovata (n), O. pyrenea (o), O. sellowi (p), O. neuwiedii (q) e O. 

puberula (r). Barra de escala = 10µ. Bandas CMA+ setas amarelas. 

 

 

Figura 2 – FISH em espécies de Thamnoxys: Oxalis psoraleoides (a), O. cratensis(b), O. frutescens 

diploide (c), Oxalis sp.1(d), O. hedysarifolia (e), O. juruensis (f), O. rhombeo-ovata (g), O. pyrenea (h,i), 

O. frutescens tetraploide (j) e O. neuwiedii (k). Barra de escala = 10µ. DNAr 5S em vermelho e em setas 

vermelhas; DNAr 45S em verde e em setas verdes. 
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Figura 3 – Cariograma de Oxalis psoraleoides e Oxalis rhombeo-ovata mostrando a semelhança dos 

cariótipos dessas duas espécies. 

 

 

Figura 4 –FISH com sonda de DNA telomérico em a (Oxalis frutescens) e b (O. psoraleoides). 

FISH utilizando retrotransposons em O. psoraleoides: c- Chromovirus; d- Ogre; e- Angela. Barra de 

escala = 10µ. 
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4.  CONCLUSÕES 

Até então a poliploidia é a um evento restrito à seção Thamnoxys, uma vez que 

apenas espécies encontradas nessa se mostraram poliploides. 

No subgênero Thamnoxys as bandas heterocromáticas são restritas aos sítios de 

DNAr 45S e possivelmente não tem participação no tamanho do genoma dessas espécies. 

Não houve diploidização dos sítios de DNAr 5S e 45S, mostrando que esses 

eventos de poliploidia em determinadas espécies do grupo são bem recentes. 

Oxalis rhombeo-ovata parece ter surgido da fissão do par metacêntrico de Oxalis 

psoraleoides, sendo essas espécies irmãs, o que é mostrado pela FISH de DNAr 45S e de 

DNA telomérico. 

Através dos dados de FISH com retroelementos observou-se que a diferença 

gritante entre os genomas das espécies de Oxalis se deu pela proliferação e/ou eliminação 

dos retrotransposons nessas espécies. 
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