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Fig. 1 Células metafasicas dos acessos (a — b) Cichorium endivia subsp.
endivia var. endivia (c — d) C. intybus var. intybus, com inserto de C. intybus
var sativum e (e - f) C. intybus var foliosum cv. Zoom. (a, c, €) Sobreposicao
de células coradas com os fluorocromos DAPI (azul) e CMA (amarelo). (b, d,
f) Células hibridizadas com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde),
contracoradas com DAPI. Setas indicam as bandas CMA™/DAPI (a, c, €) e
DNAr 45S (b, d, f). Cabecas de seta apontam sitios de DNAr 5S (b, d, f),
bandas CMA*/DAPI° (c) e CMA**/DAPI (e). Insertos em ¢ e d destacam os
cromossomos portadores de DNAr. Inserto em e e f destacam 0s cromossomos
dos pares heteromorficos 3 e 8. Barra em f corresponde a 10 Mm.........c.ccceveenee.
Fig. 2 Representacdo esquemética dos cromossomos de Cichorium: (a)
Idiogramas das espécies C. endivia (a’), C. intybus (a”) e C. intybus var.

foliosum cv. Zoom (a’’’). Os pares heteromorficos deste Ultimo acesso estdo
representados por linhas abaixo de ambos os homdélogos. (b) Possiveis eventos
ocorrido nos pares 3 e 8 de C. intybus como translocacédo reciproca com fisséo
() e fusdo (I1) céntrica, na formacdo do novo citotipo de C. intybus var
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Manuscrito 11

Fig. 1 Células metafasicas de (a) Cynara cardunculus, (b) Leucanthemum
vulgare, (c — d) Bidens sulphurea e (e — f) Scolymus hispanicus. Em (a, b, c,
e) sobreposicdo de células coradas com os fluorocromos CMA (amarelo) e
DAPI (cinza). Em (d, ) células hibridizadas com sondas de DNAr 45S (verde)
e 5S (vermelho), contracoradas com DAPI. Inserto em b mostra nudcleo
interfasico reticulado, e em f cromossomos de outra célula com sitios de
DNAr 5S. Setas apontam as bandas CMA™/DAPI" (a, b, ¢, €) e DNAr 45S (d,
f). Cabecas de seta apontam sitios de DNAr 5S (d) e bandas CMA'/DAPI (c).
Barra corresponde @ 10 M. ..c.oieeieeieiie et

Fig. 2 Células em metafase de Sonchus asper (a - b) e So. oleraceus (c - d).
Em (a, c) sobreposicdo de células coradas com os fluorocromos CMA
(amarelo) e DAPI (cinza). Em (b, d) células hibridizadas com sondas de
DNAr 45S (verde) e 5S (vermelho), contracoradas com DAPI. Inserto em b
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mostra os pares 1 e 6, portadores de DNAr da mesma célula. Setas apontam as
bandas CMA™/DAPI" (a, c) e DNAr 45S (b, d). Cabecas de seta apontam
sitios de DNAr 5S (b, d) e bandas CMA'/DAPI" (a, c). Barra em d
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Fig. 3 Células de Chondrila juncea (a - b), Taraxacum officinale (c - d),
Prenanthes purpurea (e) e Leontodon incanus (f - g). Em (a, c, e, f)
sobreposicao de células coradas com os fluorocromos CMA (amarelo) e DAPI
(cinza). Em (b, d, g) células hibridizadas com sondas de DNAr 45S (verde) e
5S (vermelho), contracoradas com DAPI. Setas apontam as bandas
CMA™/DAPI (a, c, e, f) e DNAr 45S (b, d, g). Cabecas de seta apontam
sitios de DNAr 5S (b, d, g) e bandas CMA/DAPI  (a, ¢). Inserto em a contém
um par de Ch. junceae em prometafase sem bandas DAPI terminal. Inserto em

g contém os pares 1 e 4, portadores de DNAr 5S. Barra em g corresponde a 10

Fig. 4 Cariograma e idiograma de trés células em diferentes estagios de
condensacdo de Tolpis barbata. Bandeamento CMA/DAPI com CMA
(amarelo) e DAPI (cinza) em uma prometafase menos (a) e mais (b)
condensada. Célula metafasica com mesmo padréo de coloragéo (c), e FISH
apenas dos cromossomos portadores de DNAr (d), sendo DNAr 45S (verde) e
5S (vermelho), contracorados com DAPI. Setas finas apontam bandas
CMA™/DAPI" correspondentes aos sitios de DNAr 45S, cabecas de seta
bandas CMA'/DAPI correspondentes aos sitios de DNAr 5S e setas largas as
bandas de condensacgéo. barra corresponde a 10 M. ...coccvevviieiinieninnnnnn,

Fig. 5 Dendrograma representativo das espécies analisadas no presente
trabalho, baseado nas arvores da familia Asteraceae e subfamilia
Cichorioideae propostas por Funk et al. (2009) e Kilian et al. (2009),
respectivamente, excluindo todos os ramos intermediarios e levando em
consideracdo apenas critérios de taxonomia para divisdo dos nos. Cada ramo
terminal apresenta o idiograma da sua respectiva espécie. Proximos dos nos e
ramos do dendograma, informacBes representativas de caracteristicas
cariotipicas conservadas (ver texto). Do lado direito da figura a letra “SF”
representa as subfamilias (SF1: Carduoideae, SF2: Asteroideae e SF3:
Cichorioideae) “T” as tribos (T1: Carduinae, T2: Anthemideae, T3:
Coreopsideae) e “ST” as subtribos (ST1: Scolyminae, ST2: Hyoseridinae,
ST3: Chondrillinae, ST4: Crepidinae, ST5: Hypochaeridinae, ST6:
(OF ot oo 10T <) 1RSSR
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Resumo

A familia Asteraceae contém a maior biodiversidade entre as angiospermas, sendo
relativamente bem estudada citogeneticamente quanto ao niumero cromossémico; no entanto,
pouco se conhece a respeito das caracteristicas especificas da cromatina da maioria de seus
representantes. Neste contexto, o nimero diploide, o tamanho cromossémico, o padrdo de
bandeamento CMA/DAPI e a distribuicdo de genes ribossomais por FISH foram utilizados
em uma andlise comparativa de 23 acessos pertencentes a 13 espécies, 11 géneros, nove tribos
e trés subfamilias, no intuito de analisar suas relagdes evolutivas. As alteraces
cromossémicas encontradas evidenciaram alguns rearranjos cariotipicos. Os sitios de DNAr
45S e 5S variaram em namero e localizacao. Oito padrdes de bandeamento CMA/DAPI foram
descritos para a heterocromatina: 1) CMA™/DAPI’, colocalizada com sitio de DNAr 45S; 2)
CMA'/DAPI’, colocalizada com sitio de DNAr 5S; 3) bandas CMA'/DAPI" terminais; 4)
bandas CMA/DAPI" terminais; 5) bandas CMA/DAPI* terminais; 6) bandas CMA/DAPI*
pericentroméricas; 7) bandas CMA/DAPI™ pericentroméricas, e 8) bandas dependentes do
padrdo de condensacdo. O género Cichorium destacou-se por apresentar variacao
interespecifica relacionada a diferenca no numero de sitios de DNAr entre C. endivia e C.,
intybus. Alem disso, um dos acessos de C. intybus mostrou uma variacgao intraespecifica, com
dois pares portadores de DNAr envolvidos em uma provavel translocacéo reciproca. A ampla
variabilidade de dados citogenéticos foi informativa, auxiliando no entendimento da evolucéo,

compreendendo caracteres promissores para a classificacao sistematica desta familia.

Palavras-chave: Cariotipo, Compositae, evolucdo, heterocromatina e mapeamento

cromossémico
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Abstract

The Asteraceae family is the largest in terms of biodiversity among angiosperms, being
relatively well studied regarding previous chromosomal conventional staining procedures.
However, little is known about specific features of the chromatin regarding most of its
representatives. In this context, the diploid number, chromosome size, banding pattern using
CMA/DAPI and distribution of ribosomal genes by FISH were used in a comparative analysis
of 23 accessions belonging to 13 species, 11 genera, nine tribes and three subfamilies, in order
to infer about their evolutionary relationships. The chromosomal alterations found showed
some karyotype rearrangements. The 45S rDNA and 5S signals varied in number and location.
Eight different heterochromatin CMA/DAPI banding patterns have been identified, including:
1) CMA™/DAPI’, with the presence of 45S rDNA, 2) CMA'/DAPI associated with 5S rDNA;
3) terminal CMA*/DAPI" bands; 4) terminal CMA/DAPI" blocks; 5) terminal CMA/DAPI™
bands; 6) pericentromeric CMA/DAPI" blocks; 7) pericentromeric CMA/DAPI™* bands; and
8) bands depending on the condensing pattern. The genus Cichorium was distinguished by an
interspecific variation, including differences in the number of rDNA repeats between C.
endivia and C. intybus. Moreover, one of the accessions of C. intybus showed an intraspecific
variation, involving two chromosome bearing rDNA sites, indicating the occurrence of a
reciprocal translocation. The wide variability of cytogenetic data was very informative,
helping in the understanding of the evolution of the group, including promising characters for

systematic classification of this family.

Keywords: Karyotype, Compositae, evolution, heterochromatin and chromosome mapping
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1. Introducao

A familia Asteraceae L. € a mais representativa em todo o reino Plantae, sendo
caracterizada principalmente pela inflorescéncia do tipo capitulo, na qual varias flores
pequenas reunem-se em um Unico receptaculo discoide (BONIFACINO et al., 2009).
Atualmente, € constituida por aproximadamente 1.620 géneros e 23.000 espécies, destacando-
se o girassol (Helianthus annuus L.), alface (Lactuca sativa L.), chicoria (Cichorium sp.),
alcachofra (Cynara scolymus L.), dente-de-ledo (Taraxacum officinalle F.H. Wigg) e cardo-
de-ouro (Scolymus hispanicus L.), devido a sua importancia alimenticia (DEMPEWOLF et al.,
2008).

Taxonomicamente, a penultima classificacdo de Bremer (1994) dividiu a familia em
trés subfamilias (Barnadesioideae, Cichorioideae e Asteroideae), levando em consideragédo
principalmente caracteristicas morfoldgicas e dados moleculares. Recentemente, Funk et al.
(2009), utilizando principalmente comparacGes entre sequéncias de genes plastidiais,
identificaram um alto ndmero de agrupamentos parafiléticos, sugerindo uma nova
classificacdo. Assim, sugeriu-se uma alteracdo da histéria evolutiva para 12 subfamilias e 49
tribos. Entretanto, esses autores indicam a necessidade da associacdo de abordagens mais
informativas na definicdo das topologias encontradas, tais como a associacdo de caracteres
moleculares, morfoldgicos e citogenéticos.

No ambito da genéetica molecular, Asteraceae tem sido favorecida pelo CGP
(Compositae Genome Project), que consiste em uma abordagem multidisciplinar, em que
varios projetos vém sendo realizados em parceria com Universidades, agregando informacdes
sobre fisiologia, bioquimica e principalmente genética. Como resultado desses estudos, existe
um banco de EST (Expressed sequence tag) com mais de 560.000 sequéncias de 21 especies,
destacando-se sete do género Helianthus L. e cinco do género Lactuca L., principais objetos
de estudo desse consorcio. Estas pesquisas tém servido de base para estudos de evolugéo, bem
como, para 0 melhoramento dessas culturas e de outras espécies relacionadas (CGP, 2010).

Do ponto de vista citogenético, esse grupo tem sido bem estudado por coloracéo
convencional, com varios trabalhos de descricdo numérica, como por exemplo, uma sequéncia
de artigos iniciados por Raven et al. (1960) intitulado Chromosome Numbers in Compositae I,
que se encontra na 18° edi¢do publicada por Carr et al. (1999). Adicionalmente, um banco de

dados intitulado Index to Chromosome Numbers in Asteraceae (ICNA) (http://www.lib.kobe-

u.ac.jp) tem contribuido para a disponibilidade dessas informacdes. Embora menos comuns,
andlises cariomorfologicas mais detalhadas tém resultado em informacBes importantes,

incluindo variagdes interespecificas e intraespecificas. No género Hieracium L., por exemplo,

1



Bernardes, ECS. Citogenética Evolutiva na familia Asteraceae usando fluorocromos e FISH

as espécies diploides sdo incomuns, enquanto as poliploides tém ampla distribuicédo
(SZELAG et al., 2007). Em Mikania Willd., varios citotipos foram descritos em diferentes
populacdes (RUAS et al., 2000).

Em relacdo a utilizacdo de bandeamento cromossdmico com fluorocromos base-
especificos e hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), existem poucos relatos para essa
familia. Neste sentido, as descrigdes estdo restritas a pequenos grupos como, girassol
(SCHRADER et al. 1997), alface (MATOBA et al., 2007), Hypochaeris L. (RUAS et al.,
2005) e Tragopogon L. (PIRES et al.,, 2004; SOLTIS et al., 2004), revelando ampla
diversidade genémica. No entanto, analises com uma maior quantidade de géneros, como as
realizadas por FREGONEZI et al. (2004) ou GARCIA et al. (2010) sdo raras e as
modificagcbes cromossémicas existentes dentro da familia como um todo tém sido pouco
exploradas.

A ampla variagdo cromossémica, diferencas no padrdo de bandeamento com
fluorocromos e namero de sitios de DNAr descritos nos trabalhos supracitados, ratifica a
citotaxonomia como importante ferramenta no entendimento da evolucéo deste grupo. Assim,
objetivando elucidar as principais caracteristicas citogenéticas de representantes da familia
Asteraceae, mapas cromossdmicos foram construidos para 13 especies vegetais utilizando as
metodologias de fluorocromos CMA/DAPI e FISH, com a finalidade de sugerir caracteres
promissores para a classificagdo sistematica da referida familia a partir das modificaces

cariotipicas encontradas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Efetuar uma caracterizacdo citogenética de representantes da familia Asteraceae, com
énfase na subfamilia Cichorioideae, visando estabelecer a relagdo entre os caridtipos
analisados, inferindo sobre sua relacdo filogenética de modo a auxiliar no entendimento de

sua evolucdo, bem como em futuros programas de melhoramento vegetal.

2.2 Objetivos especificos

1. Analisar citogeneticamente espécies da familia Asteraceae, gerando informaces sobre

seu nimero cromossémico, morfologia e distribuicdo de genes ribossomais.

2. ldentificar regides de Heterocromatina Constitutiva (HC) e sua especificidade de bases

GC/AT por meio de coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI.

3. Utilizar a metodologia de hibridiza¢do in situ com sondas de DNAr 45S e 5S, para
definir sua localizacdo ao longo do cromossomo, inferindo sobre a distribuicdo e

evolucgéo desses marcadores no grupo.

4. Gerar mapas citogenéticos de espécies selecionadas, a partir da medicdo dos
cromossomos e  preparacdo de  idiogramas  representativos, inferindo

comparativamente sobre modificagdes citogenética entre os cariotipos.



Bernardes, ECS. Citogenética Evolutiva na familia Asteraceae usando fluorocromos e FISH

3. Revisao da literatura

3.1. Aspectos taxondmicos da familia Asteraceae

A familia Asteraceae possui mais de 23.000 espécies, correspondentes a cerca de
10% da flora mundial, sendo por isso considerada um dos grupos de maior sucesso evolutivo
dentro do reino Plantae (FUNK et al., 2009). Seus estudos iniciaram no comeco do século
XIX pelo botéanico francés Henri Cassini, o qual subdividiu a familia em 19 tribos. Muitos
estudos modificaram a taxonomia da familia, porém, com a diversidade existente, a
dificuldade de estabelecer reacGes entre as espécies continua como um desafio para a
sistematica, ainda com grupamentos polifiléticos (ANDERBERG et al., 2007; FUNK et al.,
2009).

Pela classificacdo de Engler (1954), essa familia denominava-se Compositae Giseke,
pertencente a ordem Campanulales, ou Synandrae, agrupada em conjunto com
Campanulaceae, Sphenocleaceae, Goodeninaceae, Stylidiaceae, Brunoniaceae e Calyceraceae.
O nome Compositae faz referéncia a inflorescéncia do tipo capitulo, antes denominada de
inflorescéncia composta, que corresponde a principal caracteristica morfoldgica deste grupo
(JOLY, 2002).

O capitulo compreende um tipo de inflorescéncia formada por muitas flores
reduzidas, sésseis, agrupadas de uma forma compacta diretamente sobre um receptaculo em
formato de disco. As flores periféricas, em geral, apresentam um prolongamento unilateral
(ligula), sendo denominada de flores liguladas. As flores centrais sdo simples, sem
prolongamentos e por isso denominadas tubiformes. Além disso, existem bracteas que
envolvem a inflorescéncia até a abertura do capitulo, semelhante a sépalas. Devido a esse
arranjo, o aspecto da inflorescéncia assemelha-se a uma Unica flor, na qual as flores liguladas
parecem pétalas. Esta estratégia reduz o investimento necessario para atrair polinizadores,
pois apenas uma pequena porcdo das flores produzem pétalas grandes e estas beneficiam
todas as outras. Embora o arranjo de flores liguladas nas bordas e tubiformes ao centro seja o
mais comum, os capitulos podem conter apenas flores tubulosas (como nos géneros Vernonia
e Eupatorium), apenas flores liguladas (como Taraxacum e Cichorium), ou ainda somente
flores bilabiadas (Mutisia), neste Gltimo quando ocorre um labio superior formado por duas
pétalas, e um labio inferior formado por trés pétalas (JOLY, 2002).

Em Asteraceae encontra-se uma ampla variedade de habitos, que vdo desde ervas,
subarbustos e trepadeiras, até alguns poucos representantes arboreos, sendo cerca de 98%

correspondente a plantas de pequeno porte. Outras caracteristicas destacam-se, tais como as
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folhas inteiras, fendidas ou denteadas, alternas ou opostas, normalmente com canais
secretores de resina ou latex, inflorescéncia em capitulo, arranjadas em racemo, flores
pentdmeras, diclamideas ou sem célice, com simetrias radial, zigomorfica ou bilabiada,
hermafroditas ou de sexo separado, podendo estar na mesma inflorescéncia, ou dioicas. O
androceu apresenta cinco estames férteis, soldados na base, formando um tubo por onde passa
o estilete, porém de filetes livres, apresentando anteras introsas. O ovario é infero, bicarpelar,
unilocular com um Unico 6vulo ereto. O célice modifica-se profundamente formando o
papilho cerdoso ou plumoso que ajuda na dispersdo do fruto, em geral anemdfila, ou por
epizoocoria, aderindo-se a pele de animais. O fruto do tipo arquénio, de pericarpo seco com
seu arranjo formando um pseudofruto denominado de cipsela (JOLY, 2002; JUDD et al.,
1999).

Posteriormente, pela classificacdo de Cronquist (1981), a familia passou a ser
denominada de Asteraceae Martynov, visto que nesta classificacdo os taxons recebem o nome
do seu representante mais significativo, que no caso pertence ao género Aster. O nome aster
no latim significa estrela, referindo-se ao capitulo radial encontrado neste grupo. Este prefixo
nomeia a subclasse Asteridae, superordem Asteriflorae e ordem Asterales integrantes desta
classificacdo (BARROSO, 1991).

De acordo com Judd et al. (1999) modificagdes taxondmicas foram propostas por
meio da analise molecular em conjunto com os dados morfolédgicos e quimicos, incluindo a
referida familia na subclasse Asteridae. Esta & caracterizada principalmente por pétalas
fusionadas, ou flores simpétalas, com o0 numero de estames menor ou igual ao nimero de
pétalas. Dentro de Asteridae, ha uma grande subdivisdo formada por duas ordens, Cornales e
Ericales e dois grandes clados, Euasteridae | e II.

Dentro de Euasteridae I, a ordem Aquifoliales encontra-se como grupo mais externo
em relacdo as outras trés (Apiales, Asterales e Dipsacales). A familia Asteraceae destaca-se
pela presenca de sesquiterpeno lactona, armazenamento de oligossacarideos atraves do
composto inulina, presenca de poliacetilenos (em geral), Oleos terpenoides aromaéticos,
alcaloides, presenca de lactiferos e canais resiniferos (JUDD et al., 1999).

A classificacdo mais atualizada das angiospermas denomina-se APG (Angiosperm
Phylogeny Group = Grupo de Filogenia das Angiospermae). Nas taxonomias antigas,
especialmente as que utilizam apenas dados morfoldgicos, 0 modo de inferir sobre a relacdo
entre grupos torna-se muito dificil. A APG baseia-se em analises cladisticas a partir de
estudos moleculares, especialmente dos genes ribossomal DNAr 18S, cloroplastidial rbcL
relacionado a sintese de rubisco, uma das substancias responsaveis pela fotossintese, e atpB,

gene envolvido na sintese do ATP. Mais especificamente, em clados mais derivados, foram
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também utilizadas sequéncias do genoma cloroplastidial como o gene matK, responsavel pelo
processamento do RNAm, e o gene ndhF, cujo produto esta envolvido na desidrogenase do
NADH, além de trés sequéncias ndo transcritas (APG, 2003; 2009).

As analises comparativas dessas sequéncias refletem mais nitidamente relacdes
filogenéticas entre os taxons, permitindo a construcdo apenas de grupamentos monofiléticos.
A familia Asteraceae é uma das 11 familias da ordem Asterales, a qual junto com Aquifoliales
e Escalloniales ocupam uma posic¢do basal em relagcdo a Bruniales, Apiales, Paracryphiales e
Dipsacales, formando a subclasse Campanulide. Esta subclasse pertence ao clado Asteridae, o
qual ocupa uma posicao derivada entre as Eudicotileddneas (Core Eudicots) (APG, 2009).

Dentro da familia Asteraceae, as primeiras classificagdes propostas basearam-se
apenas na subdivisdo em tribos. Posteriormente, foi proposta a divisdo em subfamilias, como
por exemplo, nas modificagcBes propostas por Carlquist (1976) e Wagenitz (1976), os quais
subdividiram em Asteroideae e Cichorioideae. Esta classificacdo ficou totalmente obsoleta
com estudos moleculares de DNA cloroplastidial (DNAcp) realizados por Jansen e Palmer
(1987), os quais descreveram que dentro de Asteraceae alguns grupos compartilhavam com
outras plantas 0 DNAcp, enquanto outros apresentavam uma inversao na sequéncia. Este foi
um dos principais critérios para posteriormente Bremer (1994) consolidar uma nova
classificacdo com trés subfamilias, das quais uma mais primitiva (Barnadesioideae) nao
portadora da inversdao, e duas outras portadoras (Cichorioideae e Asteroideae).
Adicionalmente, esta classificacdo constou com 17 tribos e 1.535 géneros.

A classificacdo mais atual para Asteraceae advéem de varios estudos de filogenia, 0s
quais foram agrupados em uma superarvore por Funk et al. (2009). A partir destas analises, a
manutencdo da histdria evolutiva foi observada em 12 subfamilias, 49 tribos e 1.620 géneros.
Apesar da familia como um todo ser considerada um grupo monofilético, as relacdes entre
niveis taxondmicos inferiores ainda permanecem pouco compreendidas e varios grupos
polifiléticos ainda permeiam a superarvore. Os proprios autores comentam a necessidade da
associacdo de abordagens mais informativas na definicdo das topologias encontradas,

incluindo a associagédo de caracteres moleculares, morfoldgicos e citogenéticos.

3.2. Distribuicéo geografica, centro de origem e evolucéo das Asteraceae

Uma das principais caracteristicas da familia Asteraceae € a distribuicdo cosmopolita,
podendo ser encontrada nos mais variados tipos de ambientes, que inclui desde desertos até
altas montanhas, com excecdo apenas do héabitat aquético. Sobrevive desde ambientes secos a
alta umidade, tendo um expressivo nimero de espécies nas regides temperadas e tropicais. Os
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continentes de maiores destaque sdo o0 asiatico e 0 europeu, embora, em alguns locais sua
abundancia seja notavel, destacando-se sudeste dos Estados Unidos, México, sudeste do
Brasil, Andes, Mediterraneo, regides sudeste e central da Asia, sul da Africa e Australia
(BARROSO, 1991; BREMER, 1994; JUDD et al., 1999).

No que tange aos periodos geoldgicos, admite-se a origem no inicio do Cretaceo ou
Oligoceno, apos a separagdo de Gonduana na parte ocidental, sendo o Oligoceno responsavel
pela maior abundancia do grupo, identificado pelo grande nimero de pélens fossilizados. O
local mais provavel para centro de origem da familia delimita-se no sul do Brasil, ou norte dos
Andes, devido ao grande nimero de clados basais na América do Sul (BARROSO, 1991;
BREMER, 1994).

A associacdo do estudo de fosseis com o surgimento e dispersdo do grupo revela
pontos importantes. Primeiramente, a descoberta do centro de origem na América do Sul no
periodo Oligoceno inferior, sendo identificadas impressdes foliares e arquénios.
Posteriormente, no Mioceno superior uma abundancia de estruturas de Asteraceae foi
encontrada por toda Europa, caracterizando seu rapido estabelecimento, decorrente de seu alto
sucesso evolutivo, bem como grande capacidade de dispersdo. No Mioceno inferior a
ocorréncia de um capitulo sugere que esta familia se diferenciou rapidamente, apresentando
morfologia semelhante as espécies atuais. A marcante presenca na regido mediterranea, tanto
apos o surgimento indicado pelo registro féssil, quanto na atualidade pelo alto nimero de
representantes aponta essa regido como um dos centros de diversificacdo da familia
(BARROSO, 1991; BREMER, 1994).

Em relacdo aos principais grupos que deram origem das Asteraceae, Barroso (1991)
ressalta a familia Calyceraceae e um complexo formado pelas ordens Dipsacales e Rubiales
como basais de todas as Asteridae. Campanulaceae também se destaca na proximidade com
Asteraceae, de forma a originar a superordem Asteriflorae pela classificacdo de Cronquist
(1981). As principais caracteristicas que unem Asteraceae e Campanulaceae sdao em nivel
bioquimico, em que ambas apresentam inulina, ndo possuem tanoides nem compostos
iridoides (BARROSO, 1991). Dentre as tribos de Asteraceae, Cynareae e a Heliantheae
destacam-se pela presenca de caracteres mais primitivos, sendo descritas por Barroso (1991)
como provaveis ancestrais de todas as outras tribos dessa familia.

No Brasil, cerca de 300 géneros e aproximadamente 2.000 espécies tém distribuigdo
em todo territdrio brasileiro, especialmente nas regides aridas, que detém maior diversidade
de espécies (SOUZA e LORENZI, 2005). Um trabalho que destaca a importancia dessa
familia no Brasil foi desenvolvido por Almeida et al. (2005), que contabilizaram asteraceas

remanescentes de cerrado no estado de S&o Paulo, sendo identificadas 399 amostras, das quais
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40% foram de espécies raras. Além disso, 11% das espécies identificadas nesse trabalho néo
tinham sido registradas em estudos anteriores. Estes resultados evidenciam a importancia das

asteraceaeas na biodiversidade brasileira.

3.3. Importancia econdmica no Brasil e no mundo

Uma grande importancia econémica da familia trata de seu valor ornamental, devido a
beleza de suas inflorescéncias, destacando-se: cravo-de-defunto (Tagetes patula), capitdo
(Zinnia elegans), alegria-de-jardim (Bidens sulfurea (Cav.) Sch.Bip.), caléndula ou
malmequer (Calendula officinalis), rainha-margarida (Callistephus chinesis) e margarida
(Leucanthemum vulgare Lam.), onde se notifica muito desses individuos cultivados em
jardins (SOARES et al., 2004).

O uso de plantas medicinais e fitoterapia tém crescido muito nos altimos anos no
mundo. A familia Asteraceae também se destaca nesta categoria. No circuito de plantas
medicinais e aromaticas de Belo Horizonte (2005), foram descritas as seguintes espécies:
assa-peixe (Vernonia polyanthes), candeia (Eremanthus erytropappus), carqueja (Baccharis
trimera), guaco (Mikania glomerata) e marcela (Achyrocline satureoides). No Rio de Janeiro,
estudos de etnoboténica desenvolvidos por Azevedo e Silva (2006) verificaram a
comercializacdo de 17 espécies da familia Asteraceae em mercados e feiras-livres, sendo a
familia de maior predominéancia no estudo.

Um grande problema entre as espécies medicinais comercializadas nas feiras-livres e
mercados ocorre devido a ndo confirmacao cientifica da sua eficacia, de forma que o remédio
homeopatico tomado pode ser prejudicial. Sdo exemplos de espécies toxicas comercializadas
como medicinais: losna (Artemisia absinthium), catinga-de-mulata (Tanacetum vulgare),
bardana (Actium minus), artemisia (Artemisia vulgaris) e arnica (Arnica montana) (GOMES
etal., 2001).

Além do valor medicinal, para algumas plantas tém-se observado outra caracteristica
que acresce sua importancia: sua ameaca de extingdo. Por exemplo, na lista do IBAMA (2010)
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) de plantas
medicinais ameacadas de extingdo encontram-se listadas as espécies Lychnophora ericoides e
Vernonia aurea.

O uso alimenticio de asteraceas tem destaque nas espécies de girassol (Helianthus
annus L.), alface (Lactuca sativa L.), chicoria (Cichorium sp.), alcachofra (Cynara
cardunculus L.), dente-de-ledo (Taraxacum officinalle F.H. Wigg) e cardo-de-ouro (Scolymus

hispanicus L.). Seu cultivo tem sido cada vez maior, visto que possuem um alto teor nutritivo
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e uma grande facilidade de manejo (DEMPEWOLF et al., 2008). Krarup (2006) comenta
sobre a necessidade de uma reeducacdo alimentar, tendo em vista os maleficios das comidas
industrializadas consumidas no mundo, aumentando os niveis de colesterol, gordura e
acucares sanguineos, levando a muitas doencas cardiovasculares, e em especial ao nimero de
pessoas com obesidade. Na familia Asteraceae, destacam-se a alface e a alcachofra, as quais
contém resveratrol e silimarina, responsaveis pela protecdo do sistema vascular e reducao dos
problemas hepéticos respectivamente, bem como compostos fendlicos (antioxidantes) e
sesquiterpenos (sedativos), presentes de uma forma geral em toda familia.

Em decorréncia da facilidade na dispersdo e ampla plasticidade adaptativa, varias
espécies sdo consideradas invasoras (ALEXANDER et al., 2009), a exemplo de Chondrilla
juncea L., Leontodon incanum Schrank, Tolpis barbata (L.) Gaertner e Prenanthes purpurea
L. (WEBER, 2003). Contudo, no género Sonchus, observa-se um impacto negativo ainda
mais acentuado, visto que seus representantes chegam a causar danos na agricultura mediante

sua capacidade em armazenar virus prejudiciais ao cultivo da alface (CHAVES et al., 2007).

3.4. Consideracdes gerais sobre sistematica com énfase na citotaxonomia em

Asteraceae

Sob o ponto de vista citogenético, Asteraceae tem sido bem estudada pela coloragdo
convencional, com varios trabalhos reportando nimeros cromossémicos, como por exemplo,
uma sequéncia de artigos iniciados por Raven et al. (1960) intitulado Chromosome Numbers
in Compositae I, a qual se encontra na 18° edigdo publicada por Carr et al. (1999). No que
tange a organizacdo dessas informac@es, dois sites destacam-se na disponibilidade desses

dados que sd@o o Index to Plant Chromosome Numbers (IPCN), procedente do Missouri

Botanical Garden (http://mobot.mobot.org/W3T/ Search/ipcn.html) e outro mais especifico
intitulado Index to Chromosome Numbers in Asteraceae (ICNA) (http://www.lib.kobe-

u.ac.jp).
De uma forma geral, na familia Asteraceae pode ser observada uma grande amplitude

de ndmero cromossomico, incluindo espécies com 2n = 4, como Haplopappus gracilis e
Brachycome lineariloba, a 2n = 220, em Melanthera aspera, sendo esta dodecaploide. No
entanto, cerca de 80% das espécies descritas possuem nimeros entre 2n = 8 e 2n = 36, sendo x
= 9 o0 numero modal, com mais de 30% dos registros (WATANABE et al., 2007).
Gruenstaeudl et al. (2009), com base em dados de morfologia e sequenciamento, referem este

namero como basico para a familia.



Bernardes, ECS. Citogenética Evolutiva na familia Asteraceae usando fluorocromos e FISH

3.4.1. Subfamilia Carduoideae com énfase em Cynara cardunculus L.

A alcachofra cultivada, previamente denominada Cynara scolymus L. foi identificada
como derivada da espécie selvagem Cy. cardunculus L., devido principalmente a
caracteristicas morfoldgicas (ZOHARY e BASNIZKY, 1975). Porém, com o advento das
técnicas moleculares, a taxonomia do género sofreu alteracOes e atualmente ambas as espécies
foram consideradas como uma Unica Cy. cardunculus L., com diversas variedades, entre elas
var. sylvestris (Lamk) Fiori, var. sativa Moris, var. scolymus (L.) Fiori, spp. scolymus (L.)
Hegi e var. altilis DC (SONNANTE et al., 2007). Aléem das recentes modificacGes ocorridas
dentro do género, existem problemas com relagdo ao posicionamento da subtribo Carduinae
dentro da tribo Cardueae, pois ainda ndo esta claro se realmente Carduinae e Centaureinae
formam um grupo monofilético, ou trata-se de uma segregacao de um dos grupos, gerando um
agrupamento parafilético (HAFFNER e HELLWIG, 1999; GARCIA-JACAS et al., 2002;
ROBBA et al., 2005).

Os dados citogenéticos anteriores apenas confirmam o numero basico de x = 17 para
todo o género Cynara (tribo Cardueae, subtribo Carduinae) (DALGAARD, 1991).
Posteriormente, 0 mesmo numero foi proposto para toda a subtribo Carduinae por Haffner
(2000), o qual sugere que este numero foi provavelmente decorrente de poliploidia, formando
n = 18, com disploidia descendente originando n = 17. A subtribo Carduinae difere da
Centaureinae pela maioria das espécies desta Gltima apresentar x = 9, sendo as variacGes
numéricas sugeridas principalmente devido a poliploidia e disploidia (HELLWIG, 1994;
ROMASCHENKO et al., 2004). O estudo cariolégico do género Cirsium, pertencente a
mesma subtribo de Cynara, corrobora o numero de 2n = 34 (MELAHAT et al., 2008).

Com relacdo a quantidade de DNA, observam-se de modo geral valores reduzidos para
0 grupo, como 5,28 pg de DNA para Cy. cardunculus subsp. scolymus e 4,24 e 4,84 pg, para
Galactites tormentosa (2n = 22) e Carduus nutans (2n = 16), respectivamente, as quais séo
espécies pertencentes a géneros muito proximos, porém com numeros diploides diferentes
(MAGGINI et al., 1988).

Dados da FISH neste grupo foram obtidos para o género Centaurea L. nas espécies Ce.
phrygia (2n = 2x = 22), Ce. jacea (2n = 4x = 44) e Ce. oxylepis (2n = 4x = 44). Neste caso, a
espécie diploide apresentou trés pares de DNAr 45S e um de 5S, enquanto nas poliploides
observaram-se seis pares de 45S e dois de 5S (DYDAK et al., 2009). Para 0os géneros
Amphoricarpus Spruce ex Miers, Chardinia Desf., Siebera J.Gay e Xeranthemum L, maiores
variagdes cromossomicas foram descritas, caracterizando este grupo como de evolugéo

complexa. Entre os exemplos, destaca-se a poliploidia entre a espécie diploide X.
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longipapposum (2n = 2x = 14) e a tetraploide X. inapertum (2n = 4x = 28), as quais nao
apresentam variacdo no numero de sitios de DNAr, sendo quatro de 45S e dois de 5S
(GARNATIJE et al., 2004).

Em relacdo aos dados de fluorocromos, Garnatje et al. (2004) e Dydak et al. (2009)
evidenciaram apenas bandas CMA coincidentes com as RONs, ndo sendo descritas bandas
DAPI. Os autores comentam a possibilidade de que a auséncia de heterocromatina rica em AT

seja uma condicgdo ancestral para esta subfamilia.

3.4.2. Subfamilia Asteroideae com énfase nas espécies Leucanthemum vulgare Lam., e
Bidens sulphurea (Cav.) Sch.Bip.

Tanto Leucanthemum como Bidens apresentaram significativas modificacbes na
taxonomia. A primeira descricdo de Chrysanthemum por Lineu corresponde atualmente a
Chrysanthemum sensu lato, composta de 12 subtribos, 108 géneros (entre 0s quais
Leucanthemum) e 1.741 espécies. Na atual classificacdo, em Coreopisidae, Bidens separa-se
em trés clados, com diferentes graus de afinidade com os géneros Thelesperma, e Coreopsis
(FUNK et al., 2009; MASUDA et al., 2009).

Em relacdo a citogenética, os dois géneros diferem quanto ao nimero basico, sendo x
= 9 para Leucanthemum e x = 12 para Bidens. No caso de Leucanthemum, o nimero encontra-
se conservado em relacdo a familia (ZHAO et al., 2009). Por outro lado, em Bidens a
mudanca provavelmente advém de disploidias compartilhadas por outros géneros proximos
como Coreopsis (TURNER, 1960), com amplitude de x =9 a x = 14, e Comos, com x =10 a x
= 18 (STROTHER E PAENERO, 2001).

Os géneros Bidens (FACHINETTO et al., 2008) e Leucanthemum (ZHAO et al., 2009)
se inserem em grupos com intensos eventos de poliploidia. Embora B. sulphurea apresente
invariavelmente 2n = 24 (JOSE E MATHEW, 1995), outras espécies, como B. subaltermans e
B. alba, mostraram ambas 2n = 48, enquanto B. pilosa revelou numeros de 2n = 36, 48, 54 e
72 (GROMBONE-GUARATINI et al., 2006; FACHINETTO et al., 2008). Apesar da
variabilidade numérica observada para o género, a maioria das espécies apresenta 2n = 24
(ROBINSON et al., 1981).

No complexo formado pela espécie Leuchanthemum vulgare, também foi encontrada
uma ampla variacéo citogenética com 2n = 18, 36, 54 (BOCHER e LARSEN, 1957) e 2n =72
(LIPPERT e HEUBL, 1989), sendo 2n = 36 com o maior numero de registros (INCEER E
HAYIRLIOGLU-AYAZ, 2007). Estes autores ressaltaram a importancia da associagéo entre a

11
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diversidade ecoldgica e divergéncia genética encontrada na compreensdo dos processos
evolutivos dentro dessa espécie.

Com relagéo ao tamanho cromossomico, tanto em Leucanthemum como em Bidens as
médias assemelham-se com cerca de 4,0 um (WILCOX, 1982; GROMBONE-GUARATINI
et al., 2006). Cromossomos maiores puderam ser observados em espécies de Chrysanthemum
senso lato, como na espécie Tanacetum kittaryanum (C.A. Mey.) Tzvel. (2n = 36), com
cromossomos alcancando até 10,13 um (Zhmyleva e Kondo, 2006). No entanto, em tribos
mais basais desta subfamilia, como Inuleae, a média de tamanho cromossdmico correspondeu
a menos de 2,0 um na maioria das espécies analisadas por Badr et al. (1997).

Diversos trabalhos de FISH foram realizados nesta subfamilia, inicialmente pela
importancia econdmica do girassol (espécie Helianthus annuus), o qual apresenta trés pares
cromossémicos portadores de DNAr 45S (CUELLAR et al., 1996), sendo estas analises
posteriormente estendidas a varias espécies proximas do mesmo género (GARCIA et al.,
2010). Enquanto todas as outras subfamilias analisadas apresentaram DNAr 45S e 5S em
sitios separados, observou-se em Varios representantes de Asteroideae que o gene de DNAr
5S pode encontrar-se inserido entre 0s genes 18S e 26S (partes integrantes do DNAr 45S).
Este padrdo conhecido como colocalizagdo aparenta ter surgido por volta de 35 milhdes de
anos atréds, encontrando-se presente nas tribos Anthemidaea, Gnaphaelieae e Heliantheae
(GARCIA et al., 2010).

De acordo com varios dados descritos de Chrysanthemum, EI-Twab e Kondo (2007a)
descreveram trés padrdes distintos acerca da presenca e localizacdo de genes de DNAr no
cariotipo. No primeiro, 0 DNAr 45S e 5S sdo independentes e localizados em cromossomos
separados, no segundo estes também estdo independentes, mas ocupam 0 mesmo Cromossomo,
podendo localizar-se no mesmo braco ou em brago diferente, enquanto no terceiro tipo ocorre
a colocalizacdo entre ambos DNAr. Estas diferencas indicaram que no processo de especiacdo
muitos rearranjos cromossomicos podem ocorrer formando novos citotipos. Os dados de
FISH em Chrysanthemum promoveram informagGes Uteis na indicacdo de marcas
cromossémicas importantes, colaborando para o entendimento da sistematica, taxonomia,
evolucéo e para seu melhoramento.

Para tentar compreender as alteragcfes cromossdmicas durante a evolucéo reticulada El
Twab e Kondo (2007b) fizeram andlises citogenéticas de hibridos artificiais. Em um primeiro
experimento foram cruzadas as espécies Chrysanthemum boreale (2n = 18, com seis sitios de
DNAr 45S e dois de DNAr 5S) e C. vestitum (6n = 54, com 10 sinais de DNAr 45S e oito de
DNAr 5S). Embora o resultado esperado fosse de oito sitios de DNAr 45S (trés+cinco) e

cinco de DNAr 5S (um + quatro), foram visualizados no hibrido seis sinais de 45S e oito de
12
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DNAr 5S. Os autores sugeriram que essas diferencas entre o resultado esperado e o observado
devem se tratar de rapidas modificacGes gendmicas devido a processos de translocacdo e
delecdo cromossémica logo ap6s o processo de hibridacdo. Adicionalmente, os mesmos
autores evidenciaram atraves de GISH que 18 cromossomos do hibrido apresentaram
homologia tanto com C. borale quanto com C. vestitum, enquanto dois cromossomos

mostraram translocagéo entre os dois genomas.

3.4.3. Subfamilia Cichorioideae — Cichorieae

Entre os grupos com conflito na taxonomia dentro de Cichorieae destacam-se toda a
subtribo Sonchinae, em que foi mostrada, a partir de analise com matK e ITS, uma subdivisdo
em 10 clados, na qual o género Sonchus estd presente em cinco deles, evidenciando
claramente tratar-se de um grupo polifilético (KIM, 2007). Além disso, agrupamentos
conflitantes baseados em estudos de sequenciamento foram observados, como Prenanthes
pendulata (subtribo Hypochaeridinae), que foi agrupada junto aos géneros Sventenia Font
Quer, Babcokia Boulos e Sonchus (subtribo Sonchinae). De modo semelhante, P. altissima foi
situada préxima a Ta. officinale (subtribo Crepidinae), e P. purpurea comportou-se como
clado irm&o dentro de ambas subtribos Sonchinae e Crepidinae (KIM et al., 1996). Os dados
de sequenciamento com ndhF também evidenciaram que os géneros Tolpis (subtribo
Cichoriinae) e Taraxacum ainda tem problemas taxonémicos, uma vez que To. capensis
agrupou-se com Taraxacum e To. staticifolia com Crepis (subtribo Crepidinae) (PARK et al.,
2001).

O género Leontodon também foi bastante modificado taxonomicamente. Pouco depois
que Lineu fez a primeira classificacdo para o género, descobriu-se que na verdade tratava-se
de véarios grupos que correspondem na atualidade a quatro géneros: Hypochaeris,
Helminthotheca, Picris e Leontodon (BREMER, 1994). Wider (1975) subdividiu Leontodon
em dois subgéneros: subg. leontodon e subg. oporinia. Mais recentemente, Samuel et al.
(2006), analisando dados de sequenciamento, evidenciaram que Leontodon subg. leontodon
comporta-se como grupo irmdo de Picris e Helminthotheca, enquanto Leontodon subg.
oporinia forma um clado basal entre todos os quatro géneros, indicando que a classificagdo é
difilética.

Dentro do género Cichorium, a taxonomia também sofreu varias modificacdes.
Inicialmente, cerca de 30 espécies foram inseridas no género, porém quando estudos mais
minuciosos foram realizados, foram sugeridas apenas trés (TUTIN et al., 1976; PIGNATTI,

1982) e sete espécies (WAGENITZ e BEDARFF, 1989). Mais recentemente, Kiers et al.
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(2000) descreveram seis espécies para o0 género, reconhecendo C. calvum Sch. Bip., C.
pumilum Jacq., C. spinosum L. e C. bottae A. Deflers., sendo as demais consideradas como

sinonimias ou subspécies de C. endivia ou C. intybus.

3.4.3.1. Evolugdo cromossémica no processo de divergéncia genética dentro de Cichorieae

Nesta subfamilia, o ndmero basico de x = 9 proposto para toda familia
(GRUENSTAEUDL et al., 2009) encontra-se bem distribuido dentro de grande parte das
espécies analisadas citogeneticamente. Em Cichorium, os dados citogenéticos para C. endivia
(RICK, 1953), C. intybus (RICK, 1953; DOBES et al., 1997), C. intybus var. intybus
(LOVKVIST e HULTGARD, 1999) e C. spinosum L. (BRULLO, et al., 1977;
MONTMOLLIN, 1986) mostraram apenas o numero diploide de 2n = 2x = 18, niUmero que
remete a uma informacdo comum para muitos grupos proximos, como Agoseris Raf.,
Catananche L., Dendroseris D. Don, Hieracium L., Lactuca L., Malacothrix DC.,
Rothmaleria Font Quer, Sonchus L. e Tolpis Adans ressaltando a conservagdo desta
caracteristica ao longo da evolucdo (BREMER, 1994).

No género Sonchus, as variagcbes numéricas existentes ocorrem principalmente devido
a eventos de poliploidia, os quais podem ocorrer ndo apenas como variacao interespecifica,
mas também como intraespecifica a exemplo de So. asper com 2n = 18 e 2n = 36 (CARR et
al., 1999) ou So. oleraceus, com 2n = 32 e 2n = 64 (GEMEINHOLZER E FAUSTMANN,
2005). Em So. oleraceus destaca-se ainda que a auséncia de x = 9 deve-se ao fato de uma
anfidiploidia derivada de So. asper (2n = 18) e So. tenerrimus (2n = 14) como proposto por
Stebbins et al. (1953) e reafirmado por Mejias e Andrés (2004).

Alguns grupos tém poucas variacdes citogenéticas descritas, como a subtribo
Scolyminae e o género Prenanthes. Em Scolyminae existem quatro géneros, trés deles,
Hymenonema, Catananche e Gundelia baseiam-se em x = 9. Por outro lado, Scolymus, o mais
derivado da subtribo, apresenta uma disploidia com x = 10, diferindo dos demais por uma
nitida variacdo intragenérica (LACK et al., 1980; NERSEYN e NAZAROVA, 1989). No
género Prenanthes existe uma subdivisdo baseada em variagdes intraespecifica que separam
dois subgéneros: subg. Prenanthes com x = 9 e subg. Nabalus com x = 8 (MILSTEAD, 1964).

Entre os géneros de maior diversidade citogenética encontra-se Leontodon, em que a
citotaxonomia foi de fundamental importancia para o entendimento das relacGes entre seus
individuos. O género Leontodon subdvide-se em dois subgéneros: subg. Leontodon e subg.
Oporinia. Dentro do subg. Leontodon ainda podem ser divididas duas secdes: sect. Leontodon,

com namero basico provavelmente mais primitivo de x = 7 e sect. Asterothrix, abrigando
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espécies com 2n = 8 e 2n = 22, sendo estes Ultimos provavelmente hibridos entre x =7 e x = 4,
formando x = 11 (ROUSI,1973; PITTONI, 1974; SAMUEL et al., 2006). Por outro lado, no
subg. Oporinia foram descritos os numero basicos de x =6 e x =5 (IZUZQUIZA e FELINER,
1991). Corroborando com a primitividade do x = 5, este parece ser o nimero ancestral para 0s
géneros Picris (SLOVAK et al., 2007), Helminthotheca (OBERPRIELER e VOGT, 1993) e
provavelmente Hipochaeris (CERBAH et al., 1998).

Duas espécies destacaram-se pela presenca de poliploidia: Chondrilla juncea e
Taraxacum officinale. Em Ch. juncea, a descri¢do de 2n = 15 (BERGAN 1950; 1952) e 2n =
20 (CHEPINOGA et al. 2009), baseada em x = 5 foi confirmada por outras espécies do
género, como Ch. ambigua, com 2n = 10 nos individuos diploides, e 2n = 15 e 2n = 20, em
individuos poliploides (BERGMAN, 1950 e 1952; PARRA et al., 1998). Em Ta. officinale, a
série poliploide baseia-se em x = 8, com individuos diploides, triploides, tetraploides e
hexaploides, sendo o citotipo triploide o mais frequente (RICHARDS, 1973; BAARLEN et
al., 2000; KASHIN et al., 2003; SATO et al., 2007a)

Apesar da triploidia proporcionar erros meidticos como trivalentes na meiose | e
formacéo de gametas anormais estas espécies ndo apresentaram problemas reprodutivos, e por
isso tém sido alvos de estudos para compreender quais fatores promovem esta compensacao,
sendo encontrados trés principais: a diplosporia, a agamospermia e a apomixia. A diplosporia
esta associada a formacdo de gametas ndo reduzidos. Em Taraxacum a diplosporia advém da
formacéo de nucleos de restituicdo, os quais sao formados com a fusdo dos nucleos logo apds
a primeira divisdo meidtica. Como resultados da diplosporia sdo visualizadas diades, ao invés
de tétrades, com 0 mesmo numero de cromossomos da planta mée. A agamospermia significa
que as flores podem originar sementes normais sem a necessidade de polinizagdo. Nos
poliploides, € comum que a agamospermia ocorra na formacdo de todas as sementes. A
apomixia, por sua vez, é uma estratégia de reproducdo vegetativa a partir da formacéo de
embrides de células ndo reduzidas do gametdfito (BAARLEN et al., 2000; VIJVERBERG et
al., 2010). Estes autores admitem que essas estratégias reprodutivas podem estar amplamente
distribuidas em outras espécies da familia, e correspondem a um dos fatores do sucesso
evolutivo do grupo.

Embora a maioria dos trabalhos tenha relatado apenas o nimero cromossémico das
espécies estudadas, alguns promoveram um estudo mais detalhado dos cariétipos, como
Dalgaard (1986), que descreveu trés cromossomos satelitados no cariétipo de Tolpis barbata,
e dois em So. oleraceus. Estudos posteriores realizados por Mejias e Andrés (2004) apenas no
género Sonchus, descreveram para So. oleraceus, So. asper e So. microcephalus dois pares

satelitados em cada uma das espécies. Estes autores também analisaram a morfologia dos
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cromossomos nestas trés espécies, sendo observada a predominancia da morfologia
metacéntrica, com alguns submetacéntricos e um par telocéntricos em cada uma das espécies.
Estes autores comentaram ainda sobre a dificuldade de descricdo da morfologia e visualizacéo
dos satélites, devido ao pequeno tamanho dos cromossomos.

Em relacdo a Taraxacum, uma caracteristica levada em consideracdo nas analises do
género foi 0 nimero e a localizacdo do satélite. Mogie e Richards (1983) e Krahulcova (1993)
relataram um satélite intersticial no braco longo em vérias espécies deste género, sugerindo
que a presenca deste cromossomo corresponderia a uma caracteristica primitiva para o género.
Analisando o caridtipo de seis espécies diploides de Taraxacum (2n = 16), Sato et al. (2007b)
descreveram para cinco delas os pares cromossémicos 1 e 4 com constricdo secundaria
intersticial no brago longo, e T. maruyamanum Kitam, apenas no par 1, salientando evento de
alteracdo no numero de satélite dentro do género.

Apesar do grande numero de trabalhos envolvendo a descricdo do nimero diploide de
T. officinale, apenas o de Sato et al. (2007a), se deteve em aferir o tamanho e a morfologia
dos cromossomos. Estes autores encontraram dois tipos de férmulas cariotipicas dependendo
se 0s individuos eram autotriploides (1M+17mc+3sm+3sme) ou alotriploide
(4M+11m+1mg+6sm+2smg). Em relacdo a morfologia cromossémica de outras espécies,
Kokubugata et al. (2002), Sato et al. (2007b), Aquaro et al. (2008), e Peruzzi et al. (2009),
descreveram a maioria do tipo metacéntrica, com alguns submetacéntricos. Analisando o
conteudo de DNA, Zavesky et al. (2005) verificaram uma significativa variacao de 1C = 0,87
pg, nas espécies T. linearisquameum e T. brachyglossum, a 1C = 1,73, em T. albidum, o que
significa quase o dobro de DNA para cada genoma haploide. Estes autores comentaram que a
variacdo do contetdo de DNA sem a variagdo do nimero cromossémico pode estar atrelada a

pequenas transformacdes cariotipicas.

3.4.3.2. Diferenciacéo da cromatina na subfamilia Cichorioideae

Entre os trabalhos mais importantes dentro dos grupos mais basais desta subfamilia,
tem-se 0 do género Tragopogon. Este grupo caracteriza-se por uma evolucdo recente, na qual
trés espécies (T. dubius Scop., T porrifolius L. e T. pratensis L.) foram ancestrais diploides
(2n = 12) de duas espécies (2n = 24) alopoliploides (T. mirtus Ownbey e T. miscellus
Ownbey). Em relacdo a distribuicdo do DNAr foi observado que T. dubius e T. pratensis
apresentaram apenas um par de sitios de DNAr 45S e 5S, ambos no mesmo cromossomo,

porém o sitio de DNAr 45S localizou-se na regido terminal do braco curto e 0 DNAr 5S na
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intersticial do braco longo. Em T. porrifolius foram observados dois pares de sitios de DNAr
45S e 5S, sendo um cromossomo conservado com 45S e 5S, e o par 4 e 6 portadores de DNAr
45S e 5S, respectivamente. Nos alopoliploides, houve uma transmissao direta do nimero e
localizagéo dos sitios de DNAr (PIRES et al., 2004).

Vale salientar neste caso de Tragopogon, que apesar da similaridade citogenética,
estudos moleculares como anélise de isoenzimas, marcadores moleculares dos tipos ITS, ETS,
DNACcp e avaliagdo da expressdo génica por Slot blot, revelaram uma origem multipla de
diferentes genomas parentais. Com a presenca de diferentes sequencias para uma mesma
espécie de T. mirtus e T. miscellus, pode ser admitida uma evolugdo em concerto. Este tipo de
evolucdo em concerto consiste da homogenizagdo das sequéncias génicas dentro da espécie e
heterogenizacgdo entre outras espéecies (SOLTIS et al., 2004). Estudos posteriores realizados
por Lim et al. (2008) identificaram por meio de GISH que individuos de T. mirtus e T.
miscellus apresentaram varias alteragdes, como monossomias, trissomias uniparentais,
translocacdes intergendémicas e variagdes no nimero de cdpias e expressdo de DNAr.

Nos estudos realizados por Matoba et al. (2007) em Lactuca, foram analisados a alface
cultivada (Lactuca sativa) e trés espécies selvagens, as quais apresentaram a forma
conservada 2n = 18, quatro sitios de DNAr 45S e dois de DNAr 5S, sendo um par
cromossomico portador de ambos DNAr 45S e 5S. Em Hieracium transylvanicum, foi
descrito um padrdo semelhante aquele de Lactuca, com namero diploide conservado de 2n =
18, quatro sitios de DNAr 45S e dois 5S, sendo um par portador dos dois tipos de DNAr
(TOMASZ et al., 2010). No caso de Hypochaeris, existe uma maior amplitude de variacéo
cromossémica derivada de varios eventos de alteracdes cromossémicas como translocacdes,
inversdes e fusGes. Porém, dados sugerem os caridtipos contendo dois sitios de DNAr 45S e
um de DNAr 5S em cromossomos separados seja 0 mais basal para este género (CERBAH et
al., 1998; RUAS et al., 2005).
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Resumo As espécies Cichorium endivia e C. intybus destacam-se como hortalicas de amplo
consumo mundial. Apesar de sua importancia econdmica, inexistem quaisquer informagoes
sobre as diferentes fragcdes da sua cromatina. Neste contexto, os cromossomos foram medidos,
sendo gerados mapas cromossdmicos para cinco acessos de C. endivia e cinco de C. intybus
mediante bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI e hibridizacao in situ fluorescente
(FISH) utilizando sondas DNAr 45S e 5S. Em todos os acessos foram identificados 0 mesmo
ndmero cromossdmico de 2n = 18. Nos acessos de C. endivia, 0 bandeamento com 0s
fluorocromos revelou seis bandas proximais CMA™/DAPI colocalizadas com os sitios de
DNAr 45S. Em relagdo ao DNAr 5S, o par cromossdmico 8 mostrou um sitio subterminal no
brago curto, enquanto um segundo sitio foi observado no par 3, proximo & regido
organizadora de nucléolo (RON). Como variacdo interespecifica, C. intybus apresentou
bandas CMA™*/DAPI e DNAr 45S colocalizadas nas regides proximais apenas dos pares 1 e
3. O sitio de DNAr 5S foi localizado na regido subterminal do braco curto do par 8, sendo
caracterizado como CMA'/DAPI. Em contraste aos outros acessos, C. intybus L. var.
foliosum cv. Zoom Hegi apresentou uma variacdo intraespecifica envolvendo polimorfismos
na distribuicdo dos sitios de DNAr nos pares cromossdmicos 3 e 8, ressaltando a presenca de
um cromossomo portador de sitios DNAr 45S e 5S, nas regides proximal e subterminal,
respectivamente, as quais foram evidenciadas como CMA'*/DAPI’, portando no caso do
DNAr 5S uma amplificagdo da heterocromatina constitutiva. Tal fato evidenciou a ocorréncia
de rearranjos cromossdmicos nesta cultivar, enfatizando a aplicabilidade de estudos
citogenéticos como ferramenta valiosa na identificacdo de variacbes importantes para o
entendimento da evolugdo do género e melhor direcionamento de programas de

melhoramento de suas variedades cultivadas.

Palavras-chave Caridtipo, Cichorieae, cromossomo, hibridizacdo in situ, mapeamento

citogenético
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Introducéo

A tribo Cichorieae Lam & DC. compreende cerca de 70 géneros e 1.500 espécies. Destaca-se
morfologicamente dentro da familia Asteraceae pela presenca de latex e por apresentar todas
as flores perfeitas no capitulo. Entre seus membros de maior importancia econdmica estao a
alface (Lactuca sativa L.) e as chicorias (incluindo Cichorium intybus L. e C. endivia L.), por
sua ampla utilizagdo como hortalicas em todo mundo (Bremer 1994; Kilian et al. 2009).
Embora menos utilizadas do que o alface, estas duas espécies de Cichorium tém ampliado
suas areas de cultivo, sendo cada vez mais inseridas na culinaria devido as suas caracteristicas
nutricionais, medicinais e a seu sabor exético (Lucchin et al. 2008).

Aspectos taxondémicos do género Cichorium tém sido discutidos desde o século XVIII,
havendo controvérsias quanto ao numero de espécies que o género compreende. Alguns
autores sugeriram que 0 género seja composto de cerca de 30 espécies, enquanto analises mais
minuciosas na morfologia indicaram apenas trés (Tutin et al. 1976; Pignatti 1982) e sete
(Wagenitz e Bedarff 1989) espécies vélidas. Mais recentemente, Kiers et al. (2000)
descreveram mediante marcadores moleculares seis espécies para o género, sendo as demais
consideradas como sinonimias ou subespécies de C. endivia ou C. intybus.

A analise de marcadores cromossdmicos através dos fluorocromos CMA/DAPI e da
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH), dentro da familia Asteraceae tem sido usada como
ferramenta para citotaxonomia de espécies nativas (Fregonezi et al. 2004), bem como para
subsidiar o melhoramento genético de espécies cultivadas, como no caso do girassol (Vanzela
et al. 2002) e da alface (Matoba et al. 2007). Entretanto, os dados citogenéticos existentes
ainda sdo restritos a poucas espécies, especialmente quando consideramos a extensa
biodiversidade da familia e sua relevancia no contexto evolutivo, como um grupo derivado
dentro das angiospermas (Watanabe et al. 2007). No que tange aos estudos citoldgicos prévios
para C. endivia e C. intybus, destaca-se apenas a identificagdo do nimero cromossémico
(ambas com 2n = 18) mediante coloracdo convencional (Rick 1953).

O presente estudo compreendeu dados citogenéticos relativos a 10 cultivares
comerciais do género Cichorium, sendo cinco de C. endivia e cinco de C. intybus, mediante
coloragédo com os fluorocromos CMA/DAPI e FISH utilizando sondas DNAr 45S e 5S. Os
dados mostraram diferencas no nimero de sitios de DNAr 45S entre as duas espécies e
variacdo cromossomica dentro de C. intybus, revelando importantes aspectos para a analise

evolutiva do grupo e para o estabelecimento de estratégias de melhoramento.
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Material e métodos

Sementes de cinco acessos de C. endivia e cinco de C. intybus de diferentes procedéncias
(Tabela 1) foram germinadas em placas de Petri, coletadas e pré-tratadas em 8-
hidroxiquiloneina 2 mM por 24 h, sendo na primeira hora conservada a temperatura ambiente
e as demais a 8 °C. Posteriormente, o0 material foi fixado em Carnoy (etanol: &cido acético,
3:1, viv) por 4-24 h a temperatura ambiente e armazenadas a -20 °C (Benko-Iseppon e
Morawetz 2000). Para preparacdo das laminas, as raizes foram digeridas em celulase 2% [p/v,
‘Onozuka R-10" (Serva)] e pectinase 20% (v/v, Sigma-Aldrich) por 3 h a 37 °C. Em seguida,
foram lavadas em agua destilada, imersas em &cido acético 60% por 20 min a 37 °C e
novamente lavadas em &gua destilada por no minimo 1 h. A separacdo e maceragdo do
meristema foi feita em acido acético 60%, e posteriormente, submetida a nitrogénio liquido e
secagem ao ar. Apos trés dias a temperatura ambiente, as laminas foram coradas com CMA
(Cromomicina Az, 0,5 mg/mL) e com DAPI (4-6"-diamidino-2-fenilindole, 1 pg/mL)
segundo Schweizer (1976) e Deumling e Greihuber (1982). Apés analise, as laminas, foram
descoradas em fixador Carnoy por 30 min, mantidas em etanol absoluto durante 1 h para o
procedimento sequencial CMA/DAPI-FISH.

DNA plasmidial das bactérias D2, contendo um fragmento de 400 pb com duas
unidades de repeticdo de DNAr 5S, proveniente de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen
(Pedrosa et al. 2002), e R2, com a unidade de repeticdo de DNAr 18S-5,8S-25S, oriunda de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Wanzenbdck et al. 1997), foi extraido e marcado com
biotina-11-dUTP (Sigma) e digoxigenina-11-dUTP (Roche), respectivamente, por nick
translation (Invitrogen).

Para hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) as laminas receberam lavagens pre e pos-
hibridizacdo de acordo com o descrito por Pedrosa et al. (2002). A desnaturacdo dos
cromossomos e das sondas foram efetuadas de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), e
Jiang et al. (1996), respectivamente, com adaptacdes. As preparaces foram desnaturadas em
formamida 70% (70% formamida, 20% agua e 10% de 20x SSC) a 90 °C por 10 min. As
misturas de hibridizacdo consistiram de formamida 50% (v/v), dextran-sulfato 10% (p/v), 2x
SSC e 2-5 ng/uL de sonda, sendo hibridizadas por pelo menos 18 h a 37 °C. As sondas
marcadas com digoxigenina foram detectadas usando antidigoxigenina crescida em ovelha
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC; Boehring Mannheim) e amplificadas com
antiovelha conjugado com FITC (DAKO) em BSA1% (p/v). As sondas marcadas com biotina
foram detectadas usando antibiotina crescida em camundongo (Dakopatts M743, DAKO) e

amplificadas com anticamundongo conjugado com tetrametilrodamina (TRITC)
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(DakoCytomation R0270) em BSA 1% (p/v). Todas as preparacdes foram montadas em 2
pg/mL de DAPI em Vectashield (Vector).

As células foram analisadas em fotomicroscopio Leica DMLB, e as melhores imagens
capturadas com camera Leica DFC 340FX, utilizando o programa Leica CW 4000. As
imagens foram otimizadas em brilho e contraste no Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems
Incorporated), com resolucdo de 300 dpi. Nas figuras com CMA/DAPI e DAPI/FITC/TRITC,
as imagens foram sobrepostas sobre a imagem do DAPI com a opg¢éo “Lighten” disponivel no
menu “Level”. As medi¢bes cromossomicas foram efetuadas em trés metéafases de cada
acesso utilizando o programa MicroMeasure 3.3 (Reeves 2001 disponivel em:

http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure/), e o0s idiogramas gerados com

auxilio do programa Adobe Flash CS4 Professional (Adobe Systems Incorporated). A analise
da morfologia dos cromossomos foi baseada em Guerra (1986), considerando-se a propor¢édo
entre braco curto e brago longo, sendo metacéntricos resultados iguais ou inferiores a 1,5 e

submetacéntricos resultados superiores a este valor.
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Tabela 1 Acessos de Cichorium endivia e C. intybus utilizados no presente trabalho com suas procedéncias, dados citogenéticos de tamanho do

complemento, média cromossdmica e indicacdo das figuras que ilustram os acessos correspondentes.

*Valores médios com excecéo de C. intybus L. var. foliosum cv. Zoom Hegi. "Empresa de sementes. ‘Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research.

Tamanho do Média
Acesso Procedéncia  complemento cromossomica Figuras
(um) (um)

Cichorium endivia L. Flora-Frey” 45,6 2,53 -

C. endivia L. subsp. endivia var. endivia IPK® 44.5 2,48 la-b

C. endivia L. subsp. endivia var. crispum Lam IPK 46,1 2,56 -

C. endivia L. subsp. endivia var. latifolium Lam IPK 43,5 2,41 -

g e;r;(ljlivia L. subsp. divaricatum (Schousb.) P. IPK 428 238 )
‘C.endivia (média dos acessos) - 445 247 28
C.intybusL. Flora-Frey 547 304 -

C. intybus L. var. intybus IPK 54,2 3,02 1c-d

C. intybus L. var. foliosum Hegi IPK 52,4 2,92 -

C. intybus L. var. foliosum cv. Zoom Hegi Kiepenkerl” 55,3 3,08 le-fe2a’™

C. intybus L. var. sativum Lam. & DC. IPK 50,2 2,79 1c-d
'C.intybus (média dos acessos)® - 5,9 294 227
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Resultados

Todos os acessos de C. endivia (Fig. la-b) e C. intybus (Fig. 1c-f) apresentaram numero
diploide de 2n = 2x = 18, nucleos interfasicos semirreticulados (Fig. 1c) e cariotipo gradativo,
observando-se uma média cromossdmica de 2,47 e 2,94 um para C. endivia e C. intybus,
respectivamente. Considerando-se o tamanho do complemento cromossémico, C. intybus var.
foliosum cv. Zoom destacou-se pelo maior tamanho do complemento (55,3 um), enquanto C.
endivia subsp. divaricatum mostrou o menor comprimento (42,8 um) (Tabela 1).

A presenca de constri¢cBes secundarias proximais foi notada nos trés maiores pares do
complemento cromossémico de C. endivia (1, 2 e 3) (Fig. 1a-b), enquanto C. intybus mostrou
apenas os pares 1 e 3 satelitados (Fig. 1c-d). A morfologia predominante foi metacéntrica,
com excecdo de C. intybus var. foliosum cv. Zoom o qual apresentou o par 7 submetacéntrico
e polimorfismos cromossémicos envolvendo os pares 3 e 8, com um dos cromossomo de cada
par submetacéntricos. Devido a proximidade dos acessos de C. endivia (Fig. 2a’) e os de C.
intybus (Fig. 2a’”), os valores médios de cada espécie foram agrupados em idiogramas Unicos.
Por outro lado, para C. intybus var. foliosum cv. Zoom, pela particularidade de seus
resultados, foi elaborado um idiograma exclusivo (Fig. 2a’"’).

A dupla coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI revelou um padréo de bandas de
heterocromatina constitutiva fortemente marcada CMA™/DAPI" em ambas as espécies. Nos
acessos de C. endivia este foi localizado nas regides proximais do braco curto dos pares
cromossomicos 1, 2 e 3 (Figs. 1a; 2a’), enquanto em C. intybus foi observado nos pares 1 e 3.
Adicionalmente, para esta espécie, também foi observada uma ténue banda CMA*/DAPI na
regido subterminal do braco curto do cromossomo 8 (Figs. 1c; 2a’’). O acesso C. intybus var.
foliosum cv. Zoom apresentou padrédo de bandas semelhante aos demais estudados, no maior
par cromossémico. Contudo, o par 3 foi heteromérfico, contendo um cromossomo com uma
banda proximal menor no brago curto e o outro com duas bandas CMA™/DAPI, uma
proximal no braco longo e uma subterminal no braco curto. Além disso, o par 8, também
heteromorfico, consistiu de um cromossomo com uma banda subterminal no braco curto
CMA™/DAPI e o outro sem bandas (Figs. 1e; 2a’”’).

A FISH com sonda de DNAr 45S evidenciou a presenca de trés pares de sitios
proximais nos acessos de C. endivia, as quais foram colocalizadas com bandas CMA™/DAPI".
Em relacdo a distribuicdo de DNAr 5S, um sitio foi observado no brago longo do par
cromossémico 3, adjacente ao DNAr 45S proximal. O outro sitio foi visivel na regido
subterminal do brago curto do cromossomo 8, porém, sem a presencga de bandas CMA/DAPI
(Figs. 1a-b; 2a’).
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Fig. 1 Células metafésicas dos acessos (a — b) Cichorium endivia subsp. endivia var. endivia (c —d) C.
intybus var. intybus, com inserto de C. intybus var sativum e (e - f) C. intybus var foliosum cv. Zoom.
(a, c, e) Sobreposic¢do de células coradas com os fluorocromos DAPI (azul) e CMA (amarelo). (b, d, f)
Células hibridizadas com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde), contracoradas com DAPI.
Setas indicam as bandas CMA™/DAPI" (a, c, €) e DNAr 45S (b, d, f). Cabecas de seta apontam sitios
de DNAr 5S (b, d, f), bandas CMA/DAPI° (c) e CMA™/DAPI (g). Insertos em ¢ e d destacam 0s
cromossomos portadores de DNAr. Inserto em e e f destacam o0s cromossomos dos pares

heteromorficos 3 e 8. Barra em f corresponde a 10 pm.

Em C. intybus, a FISH com sonda de DNAr 45S evidenciou sitios nos pares
cromossémicos 1 e 3 em regido proximal do braco curto. Como observado em C. endivia,
esses sitios foram colocalizados com bandas CMA™/DAPI". A FISH com sonda de DNAr 5S
evidenciou um Unico sitio na regido subterminal do brago curto do par cromossémico 8,
colocalizada com uma banda CMA'/DAPI" (Figs. 1c-d e 2a’").
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Por outro lado, o acesso C. intybus var. foliosum cv. Zoom apresentou
heteromorfismos envolvendo os pares 3 e 8, com relagdo a distribuicdo dos sitios de DNAr,
diferenciando-se dos demais acessos analisados para a referida espécie. No par 3, um de seus
homologos apresentou um sitio de DNAr 45S proximal no brago curto, semelhante aos
demais acessos. Contudo, o outro cromossomo do par apresentou um sitio de DNAr 45S
proximal no braco longo e um sitio de DNAr 5S subterminal no brago curto. Por sua vez, um
cromossomo do par 8 apresentou um sitio subterminal de DNAr 5S bem evidente, o qual ndo
foi visualizado em seu homologo. Todos os sitios de DNAr colocalizaram com bandas
CMA™/DAPI (Figs. 1le-fe 2a’”).

a' Cichorium endivia L.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

a" Cichorium intvbus L.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

a'' Cichorium intybus L. var foliosum cv. Zoom Hegi

| 2 R 4 5 6 7 g 8" 9

@455 CMA~/DAPI- @ 55 CMA/DAPI-
a @55CMAYDAPE @D 55 CMA~/DAPI- b c

Fig. 2 Representacdo esquematica dos cromossomos de Cichorium: (a) Idiogramas das espécies C.

C. intybus Zoom

endivia (a’), C. intybus (a”) e C. intybus var. foliosum cv. Zoom (a’’’). Os pares heteromorficos deste
Gltimo acesso estdo representados por linhas abaixo de ambos os homologos. (b) Possiveis eventos
ocorrido nos pares 3 e 8 de C. intybus como translocacéo reciproca com fissdo (I) e fusao (1) céntrica,

na formac&o do novo citotipo de C. intybus var foliosum cv. Zoom (c).

Em relacdo ao padrdo de bandas CMA/DAPI néo relacionadas a RON, foi possivel a
visualizacdo de bandas CMAY/DAPI* proximais no braco curto dos pares cromossémicos 5, 6
e 8 para C. endivia (Fig. 1a, 2a’). Por outro lado, para C. intybus foram observados dois pares
cromossdmicos com bandas proximais e varias pequenas bandas terminais nem sempre
visiveis, principalmente em cromossomos mais condensados (Fig. 1c, €), as quais, por este
motivo, ndo foram representadas no idiograma. Em ambos 0s casos, apos o procedimento de
FISH, essas bandas aumentaram de intensidade, e até mesmo novas bandas tornaram-se

evidentes (comparar a coloragdo DAPI na Fig. 1 entre a; c; e com b; d; f).
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Discussao

Estudos citogenéticos prévios do género Cichorium incluiram apenas contagens de nimero
cromossdmico para as espécies C. endivia (Rick 1953), C. intybus (Dobes et al. 1997), C.
intybus var. intybus (L6vkvist e Hultgard 1999) e C. spinosum L. (Montmollin 1986), todas
relatando o nimero diploide com 2n = 2x = 18, sem andlises detalhadas de cariomorfologia ou
aplicacdo de técnicas de bandeamento. O conhecimento do numero cromossémico reportado
remete a uma informagdo comum para muitos grupos dentro de Cichorioidae, como
Hieracium L., Lactuca L., Sonchus L. e Tolpis Adans sugerindo ser esta uma caracteristica
primitiva e conservada ao longo da evolucédo dessa tribo (Bremer 1994).

A presenca de trés pares de sitios de DNAr 45S e dois pares de DNAr 5S em C.
endivia revelou resultados divergentes daqueles observados em C. intybus, a qual apresentou
dois pares e um par de sitios de DNAr 45S e DNAr 5S, respectivamente. Esta divergéncia de
numero de sitios de DNAr difere do relatado para Lactuca (subfamilia Cichorioideae, tribo
Cichorieae; com 2n = 18) em que o0s autores observaram uma conservacdo do namero de
sitios de DNAr em quatro espécies do género (Matoba et al. 2007). Por outro lado, Pires et al.
(2004) relataram gque no género Tragopogon (subfamilia Cichorioideae, tribo Cichorieae; com
2n = 2x = 12) as espécies T. dubius Scop. e T. pratensis L. apresentaram um par
cromossémico com sitios de DNAr 45S, enquanto que em T. porrifolius L. dois pares foram
observados.

A alteracdo no nimero de sitios de DNAr entre as duas espécies de Cichorium pode
estar relacionda a diversos tipos de alteracbes cromossémicas. Entre os principais exemplos
de aumento no numero de sitios descritos em Asteraceae, pode-se citar a translocacéo,
ocorrida de forma natural em Hypochaeris (Cerbah et al. 1998) ou na formacéo artificial de
hibridos em Chrysanthemum (ElI Twab e Kondo, 2006). No sentido da reducéo do nimero de
sitios, observa-se a delecdo como principal evento descrito tanto em Hypochaeris (Cerbah et
al. 1998) como Chrysanthemum (EI Twab e Kondo, 2007). Adicionalmente, em Hypochaeris
foram descritas RONs inativas com sua provavel eliminacdo gendmica em espécies derivadas.
Apesar das duas possibilidades de perda ou ganho de sitios, 0 aumento numérico torna-se
mais provavel devido a descricdo de espécies proximas com dois pares de sitios como
Lactuca (Matoba et al. 2007) e Hieracium (Tomasz et al., 2010).

Geralmente, os sitios de DNAr 45S estdo localizados nas regides terminais em
diferentes representantes das subfamilias de Asteraceae, como observado em Chaptalia
nutans (L.) Pol. (Mutisioideae) (Fregonezi et al. 2004) e nos géneros Crepis L. (Fregonezi et
al. 2004), Hieracium (Tomasz et al. 2010), Lactuca (Matoba et al. 2007), Tragopogon L.
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(Pires et al. 2004; Garcia et al. 2010) e Vernonia Schreb. (Salles-de-Melo et al. 2010),
pertencentes a subfamilia Cichorieae.

Apesar do alto nimero de descricdes das RONs terminais em Asteraceae, tanto C.
endivia quanto C. intybus apresentaram RONSs proximais. Estes resultados foram semelhantes
aos observados em trés espécies do género Achyrocline (Less.) DC., subfamilia Asteroideae,
com RON proximal no par 10 (Mazzella et al. 2010). Em Hypochaeris L. vérias alteraces
cromossémicas tanto estruturais quanto numéricas foram descritas para justificar as alteraces
no posicionamento das RONs (Cerbah et al. 1998; Ruas et al. 2005). A ocorréncia de RONs
proximais, a exemplo do observado em Cichorium, sugere que inversdes paracéntricas tenham
ocorrido ao longo da evolugdo gerando essa divergéncia, uma vez que 0s cariétipos
permanecem simétricos. Além da semelhanca entre os pares 1 e 3, o par 8 (portador de DNAr
5S) também mostrou-se conservado entre as duas espécies, indicando carateres Uteis em
futuros estudos de citotaxonomia.

De acordo com a literatura, as Asteraceae apresentam dois tipos de localizagcdo dos
sitios de DNAr 45S e 58S, isolados e colocalizados. No padréo isolado, as sequéncias génicas
dos DNAr encontram-se em sitios diferentes. Por outro lado, a colocalizagcdo caracteriza-se
pela insercdo da sequéncia de DNAr 5S entre os genes 18S e 26S, sendo observada em
representantes da subfamilia Asteroideae. Garcia et al. (2010) afirmaram que a colocalizacdo
surgiu ha cerca de 35 milhGes de anos, época em que houve uma grande diferenciacdo nessa
subfamilia. Como caracteristica basal, a colocalizagdo apresenta-se em varias tribos, como
Anthemidaea, Gnaphaelieae e Heliantheae (Garcia et al. 2010). Considerando que o género
Cichorium pertence ao grupo em que os DNAr estdo isolados, sugere-se que embora 0s sitios
de DNAr 45S e 5S estejam no mesmo cromossomo, ndo ocorra colocalizagdo e sim,
adjacéncia dos sitios.

A colocalizacdo das bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr 45S nas espécies analisadas
evidenciou a presenca de heterocromatina CMA positiva (CMA") associada & RON. Esta
associacao estd descrita na literatura para Asteraceae (Fregonezi et al. 2004; Mazzella et al.
2010; Salles-de-Melo et al. 2010), bem como para as plantas de uma forma geral (Guerra
2000). Por outro lado, devido ao menor numero de repeticdes e tamanho restrito, bem como
pela facilidade de ocorréncia de metilagGes nas citosinas, interferindo na reatividade de
sequéncias, os sitios de DNAr 5S tornam-se menos sensiveis ao bandeamento com
fluorocromos (Neves et al. 2005; Cabral et al. 2006). Em Asteraceae, bandas CMA" nos sitios
de DNAr 5S foram descritas em todos os casos em que houve colocalizacéo entre os sitios de
DNAr 45S e 5S, assim como relatado para os géneros Achyrocline (Mazzella et al. 2010) e

Artemisia (Pellicer et al. 2008; Konowalik et al. 2010). Contudo, com as sequéncias DNAr
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45S e 5S separadas, dois tipos de bandeamento foram descritos: sitios DNAr 5S associadas ao
CMA®, como nos géneros Amphoriocarpus Vis., Chardinia Desf., Siebera J.Gay,
Xranthemum L. (Garnatje et al. 2004) e Hypochaeris (Ruas et al. 2005), bem como sitios
DNAr 5S associados a regides CMA/DAPI neutras, como observado nos géneros Centaurea
(Dydak et al. 2009) e Helianthus (Cuellar et al. 1996; Garcia et al. 2010).

Em C. intybus, além da presenca da banda CMA*/DAPI associada a0 DNAr 5S, pde
ser observado um nitido aumento de brilho (CMA™/DAPI) no acesso C. intybus var.
foliosum cv. Zoom, o que parece estar relacionado a amplificacdo do sitio, corroborando
também com um maior sinal visualizado pela FISH. A auséncia de bandas com fluorocromos
em C. endivia, pode estar relacionada a um menor nimero de repeti¢cdes no sitio em questdo, a
facilidade de ocorréncia de metilagdes nas citosinas ou a uma diferenciacdo na proporgéo de
GC ocasionadas por mutacdes nas sequéncias intergénicas (Neves et al. 2005; Cabral et al.
2006).

As bandas DAPI observadas nas espécies de Cichorium apresentaram semelhancas
com o padrdo encontrado em trés representantes do género Artemisia, uma vez que blocos
proximais e terminais foram descritos. Porém, em Artemisia foram observados tanto blocos
CMA*/DAPI® quanto CMAYDAPI* (Pellicer et al. 2008). A variagdo do padrdo de bandas
entre essas espécies remete a uma ampla variabilidade da heterocromatina constitutiva,
indicando que modificagdes na HC tém uma importante contribuicdo no processo de
divergéncia evolutiva em Asteraceae. Em relacdo a maior evidéncia dos sinais apos a FISH
nas espécies aqui analisadas, a mesma pode ter ocorrido devido ao tratamento das laminas no
processo de hibridizacdo in situ, o qual pode facilitar a visualizacdo de heterocromatina
constitutiva. Portanto, bandas DAPI observadas ap6s esta metodologia ndo necessariamente
significam distribuicdo preferencial de DNA repetitivo rico em AT (Barros-e-Silva e Guerra
2009).

As principais diferengas entre os caridtipos de C. intybus var. foliosum cv. Zoom e dos
demais acessos dessa espécie envolveram os pares cromossdmicos 3 e 8, portadores de sitios
de DNAr 45S e 5S, respectivamente, no cariétipo ancestral de C. intybus. No citado acesso, o
par 3 apresentou um cromossomo metacéntrico portador de DNAr 45S proximal no bracgo
curto, semelhante ao observado para os demais acessos, sendo seu homoélogo portador de
DNAr 45S proximal no brago longo e DNAr 5S subterminal no brago curto. Por sua vez, o
par 8 mostrou um cromossomo submetacéntrico portador do sinal subterminal de DNAr 5S no
braco curto e outro metacéntrico sem a presenca de sinais. As diferencas encontradas nos
pares 3 e 8 parecem ser decorrentes de uma translocagéo reciproca na altura do centrémero,

envolvendo um homélogo de cada par em eventos de fissdo e fusdo céntricas, gerando dois
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pares heteromorficos. Com base nos dados obtidos foi feita uma representacdo esquematica
das possiveis alteracbes cromossdmicas envolvendo os pares 3 e 8 de C. intybus (Fig. 2b) para
formacdo do novo citotipo em C. intybus var. foliosum cv. Zoom (Fig. 2c¢). Além disso, outros
rearranjos complexos devem ter ocorrido ocasionando algumas mudancas significativas,
incluindo a amplificacdo da heterocromatina colocalizada ao sitio de DNAr 5S; menor
tamanho que o esperado para um dos homélogos do par 8 (sem bandas), e a morfologia
submetacéntrica do par 7.

A formagdo de cromossomos heteromorficos no cariotipo pode levar a efeitos
drésticos para especie, principalmente no que tange ao processo de divisdo meidtica (Cai e Xu
2007). Dessa forma, seria esperado que C. intybus var. foliosum cv. Zoom apresentasse
problemas de germinacg&o, o que ndo foi observado. No entanto, a familia Asteraceae destaca-
se pela ocorréncia de apomixia, uma estratégia de reproducdo vegetativa a partir da formacéo
de embriGes de células ndo reduzidas do gametofito (Dijk et al. 1999; Krahulcova et al. 2004),
0 que pode ter sido responsavel pela germinacdo apropriada e pela preservacdo da variagdo
citogenética observada em todos os individuos analisados do referido acesso.

As analises efetuadas permitiram a construcdo de mapas citogenéticos para C. endivia
e C. intybus, evidenciando diferencas interespecificas significativas, além de ressaltar a
ocorréncia de algumas variagOes citogenéticas intraespecificas. Estes mapas sdo de grande
importdncia para compreensdo da organizacdo dos genomas, além de constituirem
ferramentas valiosas para a identificacdo de processos de divergéncia e evolugdo dentro do

género.
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Resumo A familia Asteraceae contém a maior biodiversidade do reino Plantae.
Citogeneticamente, tem sido bastante estudada quanto a colora¢do convencional, no entanto,
pouco se conhece a respeito de caracteristicas especificas da cromatina de seus representantes.
Neste contexto, o numero diploide, tamanho cromossémico, distribuicdo de genes
ribossomais através da metodologi de FISH e padrdo de bandeamento CMA/DAPI foram
utilizados em uma analise comparativa de 11 representantes de 10 géneros, quatro tribos e trés
subfamilias, analisando suas relagdes evolutivas. As alteragbes numéricas consistiram,
principalmente, em disploidias e poliploidias. Variagdes no tamanho e na morfologia
cromossémica evidenciaram a ocorréncia de rearranjos cromossémicos. Os sitios de DNAr
45S e 5S variaram em numero (de trés a 12 e de dois a seis para DNAr 45S e 5S,
respectivamente), localizagdo (terminal, intersticial e proximal) e relagdo (adjacentes,
proximas ou em cromossomos diferentes). Oito padrdes de bandeamento CMA/DAPI foram
descritos para a heterocromatina constitutiva (HC), incluindo: 1) CMA™/DAPI’, com a
presenca de sitio de DNAr 45S; 2) CMA'/DAPI, localizada com sitio de DNAr 5S; 3) bandas
CMA'/DAPI terminais; 4) bandas CMA/DAPI" terminais; 5) bandas CMA/DAPI™" terminais;
6) bandas CMA/DAPI" pericentroméricas; 7) bandas CMA/DAPI™ pericentroméricas; 8)
bandas dependentes do padrédo de condensagdo. A ampla variabilidade encontrada de dados
citogenéticos, foi informativa para auxiliar no entendimento da evolucdo, apresentando ainda

caracteres promissores para a classificagdo sistemética desta familia.

Palavras-chave Caridtipo, Cichorieae, cromossomo, Compositae, hibridizacdo in situ,

mapeamento citogenético.
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Introducéo

A familia Asteraceae L. é a mais representativa em todo o reino Plantae, sendo
caracterizada principalmente pela inflorescéncia do tipo capitulo, na qual vérias flores
pequenas reinem-se em um unico receptaculo discoide (Bonifacino et al. 2009). Atualmente,
é constituida por aproximadamente 1.620 géneros e 23.000 espécies, destacando-se o girassol
(Helianthus annuus L.), alface (Lactuca sativa L.), chicéria (Cichorium sp.), alcachofra
(Cynara scolymus L.), dente-de-ledo (Taraxacum officinalle F.H. Wigg) e cardo-de-ouro
(Scolymus hispanicus L.), devido a sua importancia alimenticia (Dempewolf et al. 2008).

Em decorréncia da facilidade na dispersdo e ampla plasticidade adaptativa, varias
espécies sdo consideradas invasoras (Alexander et al. 2009), como por exemplo, Chondrilla
juncea L., Leontodon incanum Schrank, Tolpis barbata (L.) Gaertner e Prenanthes purpurea
L. (Weber 2003). No género Sonchus, observa-se um impacto negativo ainda mais acentuado,
Vvisto que, seus representantes chegam a causar danos na agricultura mediante sua capacidade
em armazenar virus prejudiciais ao cultivo da alface (Chaves et al. 2007). Por outro lado,
outras asteraceas sdo consideradas ornamentais, devido a beleza de suas inflorescéncias, como
Leucanthemum vulgare Lam. (margarida) e Bidens sulfurea (Cav.) Sch.Bip. (alegria-de-
jardim) (Soares et al. 2004).

Taxonomicamente, a penultima classificacdo da familia proposta por Bremer (1994)
dividiu a familia em trés subfamilias, levando em consideracdo principalmente caracteristicas
morfologicas e dados moleculares. Recentemente, Funk et al. (2009), utilizando
principalmente comparagdes entre sequéncias de genes plastidiais, identificaram um alto
namero de agrupamentos parafiléticos, propondo uma nova classificacdo. Assim, sugeriu-se
uma alteracdo da historia evolutiva para 12 subfamilias e 49 tribos. Entretanto, estes autores
indicaram a necessidade da associacdo de abordagens mais informativas na definicdo das
topologias encontradas, tais como a associacdo de caracteres moleculares, morfologicos e
citogenéticos.

No ambito da genética molecular, Asteraceae tem sido favorecida pelo CGP
(Compositae Genome Project). Devido a uma abordagem multidisciplinar, varios projetos
vém sendo realizados em parceria com universidades, agregando informacdes sobre fisiologia,
bioquimica e molecular. Como resultado desses estudos, existe um banco de EST com mais
de 560.000 sequéncias de 21 espécies, destacando-se sete do género Helianthus L. e cinco do
género Lactuca L., principais objetos de estudo desse consorcio. Estas pesquisas tém servido
de base para estudos de evolugdo, bem como para o0 melhoramento dessas culturas e de outras

espécies relacionadas (CGP 2010).
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Do ponto de vista citogenético, este grupo tem sido bem estudado por coloracéo
convencional, com varios trabalhos de contagens de numeros cromossdmicos, como uma
sequéncia de artigos iniciados por Raven et al. (1960) intitulado Chromosome Numbers in
Compositae I, que se encontra na 18° edi¢do publicada por Carr et al. (1999). Adicionalmente,
um banco de dados intitulado Index to Chromosome Numbers in Asteraceae (ICNA)

(http://www.lib.kobe-u.ac.jp) tem contribuido na disponibilidade dessas informacGes. Embora

menos comuns, andlises cariomorfologicas mais detalhadas tém resultado em informacdes
bastante importantes, incluindo variacfes interespecificas e intraespecificas, como por
exemplo, no género Hieracium L., em que as espécies poliploides tém maior distribuicdo que
as diploides (Szelag et al. 2007), e em Mikania Willd., em que varios citotipos foram
descritos em diferentes populacgdes (Ruas et al. 2000).

Em relacdo a utilizacdo de bandeamento com fluorocromos base-especificos
evidenciando a heterocromatina constitutiva (HC) e a técnica de hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH), existem poucos relatos para esta familia. Neste sentido, as anélises estdo
restritas a pequenos grupos como girassol (Schrader et al. 1997), alface (Matoba et al. 2007),
Hypochaeris L. (Ruas et al. 2005) e Tragopogon L. (Pires et al. 2004; Soltis et al. 2004),
revelando ampla diversidade gendmica. No entanto, analises com uma maior quantidade de
géneros, como as de Fregonezi et al. (2004) ou Garcia et al. (2010) sdo raras e as
modificagcbes cromossdmicas existentes dentro da familia como inverses e translocagfes tém
sido pouco exploradas (Mazzella et al. 2010).

A ampla variacdo cromossémica, diferencas no padrdo de bandeamento com
fluorocromos e namero de sitios de DNAr descrita nos trabalhos supracitados, ratifica os
marcadores cromossomicos como importantes ferramentas em estudos citotaxondmicos e
melhora no entendimento da evolucdo deste grupo. Assim, objetivando elucidar as principais
caracteristicas citogenéticas de representantes da familia Asteraceae, mapas cromossémicos
foram construidos para 11 espécies vegetais utilizando as metodologias de fluorocromos
CMA/DAPI e FISH com sondas de DNAr 45S e 5S, permitindo a identificacdo de caracteres

promissores para a classificacao sistematica da referida familia.

Material e métodos

As 11 espécies analisadas no presente trabalho pertencem a quatro tribos e trés
subfamilias, sendo procedentes do Botanischer Garten Leipzig (Alemanha) ou Jardin
Botanique de la Ville de Clermont-Ferrand (Franca), com excecdo de Bidens sulphurea, a
qual foi coletada no jardim experimental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE —

Recife, Brasil), conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 Espécies analisadas no presente trabalho com sua classficagdo taxondmica, procedéncia, caracteristicas citogenéticas analisadas e descri¢des anteriores
referentes aos nimeros cromossémicos.

Espécies Subfamilia/ Tribo/ Proce NUmeros Formula ;?all::q(;r?t% crc?/n?g;ig?:ica CMA/DAPI DNAr  DNAr Fiqura
P Subtribo déncia cromossémicos® cariotipica F()“m) (um) 45S 5S g
Cynara cardunculus L. Carduoideae/ Cardueae / BGL* 2n = 34° 28m*+6sm' 15,45 0,32-0,80 8 ter' C™'/D - - la
Carduinae
Leucanthemum vulgare  Asteroideae/ Anthemideae  \ycpb  2n = 36"/ 2n = 18°" 36m - - 8 ter C™/D’ - - 1b
Lam. / Leucantheminae on = 549 21 = 72 ter C%/D*
- - perv CO/D+
B ++ -
Bidens sulphurea Asteroideae/Coreopsideae/ - 2n =24 24m 27,73 0,83-1,54 6 ter (i /'03 6 4 lced
(Cav.) Sch.Bip. - ter C'/D
++ -
Scolymus hispanicus L. Cichorioideae/ Cichorieae VCF 2n = 20% 12m+6sm 28,82 1,18-1,89 4 j[erXC +/DO 4 2 leef
/ Scolyminae 2int"C'/D
6 per C'D*
Sonchus asper (L.) Hill  Cichorioideae/ Cichorieae ~ VCF 2n=18"2n=36" 18m 13,10 0,55-0,97 4 ter C+/D__ 4 2 2aeb
/ Hyoseridinae 2intC’/D
per C'D**
Sonchus oleraceus L. Cichorioideae/Cichorieae/ VCF 2n =32k 28m+4sm 29,65 0,62-1,25 15 _tetr CC:::;I/DD 12 4 2ced
Hyoseridinae _ K n
2n - 36, 64 per CO/D++
Chondrilla juncea L. Cichorioideae/Cichorieae/ BGL on=18 18m 15,80 0,72-1,25 4 prx CTID° 4 2 3aeb
Chondrillinae . int C*/D
2n = 15 y 20 ter C0/D+
Taraxacum officinale Cichorioideae/ Cichorieae  ggL 2n = 24% 2n = 16° 21m+3sm 62,95 2,00-3,52 3intC™/D 3 6 3ced
F.H. Wigg. / Crepidinae 6int C*/D
2n =32% 2n = 48'
Prenanthes purpurea Cichorioideae/ Cichorieae BGL 2n = 18% 18m 58,93 2,19-4,02 4 ter C/D° - - 3e
L. / Hypochaeridinae
++ -
Leontodon incanus Cichorioideae/ Cichorieae BGL 2n = 14% 2m+12sm 18,58 1,09-1,85 8 ter CO ”1 8 4 3feg
Schrank / Hypochaeridinae 2int C'/D
Tolpis barbata (L.) Cichorioideae/ Cichorieae ~ BGL 2n=18% 12m+6sm 19,48 0,72-1,42 g _tetr SOII/DQ" 2 4
in

Gaertner

/ Cichoriinae

Botanischer Garten Leipzig; "Ville de Clermont-Ferrand “Coleta Campus UFPE, Recife. “Em negrito: niimero cromossémico encontrado no presente trabalho. *Descrices anteriores: publicacdo mais
recente extraida do Missouri Botanical Garden, Index to Plant Chromosome Numbers (IPCN. Disponivel em: http://mobot.mobot.org/W3T/ Search/ipcn.html), e do Index to Chromosome Numbers in
Asteraceae (ICNA. Disponivel em: http://www.lib.kobe-u.ac.jp). *Dalgaard 1991; Inceer e Hayirlioglu-Ayaz 2007; 9Bocher e Larsen 1957; "Chepinoga et al. 2009; 'Lippert e Heubl 1989; \Jose e
Mathew 1995; “Gemeinholzer e Faustmann 2005; 'Razaq 1994; ™Carr et al. 1999; "Parra et al. 1998; °Sato et al. 2007a; PBaarlen et al. 2000; 9Kashin et al. 2003; 'Richards 1973. *Metacéntrico;
‘submetacéntrico; “ terminal, 'pericentromérica, "intersticial.
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Raizes de sementes recém-germinadas foram coletadas e pré-tratadas em 8-hidroxiquiloneina
2 mM por 24 h, sendo a primeira hora a temperatura ambiente e as demais a 8 °C.
Posteriormente, o material foi fixado em Carnoy (etanol:&cido acético; 3:1, v/v) por 4 - 24 h a
temperatura ambiente e armazenado a -20 °C (Benko-lseppon e Morawetz 2000). Para
preparacdo das laminas, as raizes foram digeridas em celulase 2% [p/v, ‘Onozuka R-10’
(Serva)] e pectinase 20% (v/v, Sigma-Aldrich) por 3 h a 37°C. Em seguida, foram lavadas em
agua destilada, imersas em &cido acético 60% por 20 min a 37 °C e novamente lavadas em
agua destilada por no minimo 1 h. A separacdo e maceracdo do meristema foi feita em acido
acetico 60%, e posteriormente, submetida a nitrogénio liquido e secagem ao ar. Apos trés dias
a temperatura ambiente, as laminas foram coradas com CMA (Cromomicina Az a
concentracdo de 0,5 mg/mL) e com DAPI (4°-6"-diamidino-2-fenilindole a concentragdo de 1
mg/mL) segundo Schweizer (1976) e Deumling e Greihuber (1982). Apds analise, as laminas,
foram descoradas em fixador Carnoy por 30 min, mantidas em etanol absoluto durante 1 h
para o procedimento sequencial CMA/DAPI-FISH.

DNA plasmidial das bactérias D2, contendo um fragmento de 400 pb com duas
unidades de repeticdo de DNAr 5S, proveniente de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen
(Pedrosa et al. 2002), e R2, com a unidade de repeticdo de DNAr 18S-5,8S-25S, oriunda de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Wanzenbdck et al. 1997), foi extraido e marcado com
biotina-11-dUTP (Sigma) e digoxigenina-11-dUTP (Roche), respectivamente, por nick
translation (Invitrogen).

Para hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) as laminas receberam lavagens pre e pos-
hibridizacdo de acordo com o descrito por Pedrosa et al. (2002). A desnaturagdo dos
cromossomos e das sondas foram efetuadas de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), e
Jiang et al. (1996), respectivamente, com adaptacdes. As preparaces foram desnaturadas em
formamida 70% (70% formamida, 20% agua e 10% de 20x SSC) a 90 °C por 10 min. As
misturas de hibridizacdo consistiram de formamida 50% (v/v), dextran-sulfato 10% (p/v), 2x
SSC e 2-5 ng/pL de sonda, sendo hibridizadas por pelo menos 18 h a 37 °C. As sondas
marcadas com digoxigenina foram detectadas usando antidigoxigenina crescida em ovelha
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC; Boehring Mannheim) e amplificadas com
antiovelha conjugado com FITC (DAKQO) em BSA1% (p/v). As sondas marcadas com biotina
foram detectadas usando antibiotina crescida em camundongo (Dakopatts M743, DAKO) e
amplificadas com anticamundongo conjugado com tetrametilrodamina (TRITC)
(DakoCytomation R0270) em BSA 1% (p/v). Todas as preparacdes foram montadas em 2
pg/mL de DAPI em Vectashield (Vector).
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As células foram analisadas em fotomicroscopio Leica DMLB, sendo as melhores
fotografadas com camera Leica DFC 340FX, utilizando o programa Leica CW 4000. As
imagens foram otimizadas em brilho e contraste no Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems
Incorporated), com resolucéo de 300 dpi. Nas figuras com DAPI/CMA e DAPI/FITC/TRITC,
as imagens foram sobrepostas sobre a imagem do DAPI com a opc¢éo “Lighten” disponivel no
menu “Level”. As medi¢es cromossémicas foram efetuadas em trés metafases de cada
espécie utilizando o programa MicroMeasure 3.3 (Reeves 2001 disponivel em:

http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure/) e os idiogramas realizados no

programa Adobe Flash CS4 Professional (Adobe Systems Incorporated).

A partir das arvores filogenéticas da familia Asteraceae e subfamilia Cichorieae
propostas por Funk et al. (2009) e Kilian et al. (2009) respectivamente, foi construido um
dendrograma baseado nas relacbes com os idiogramas estabelecidos. Todavia, foram
desprezados todos os ramos intermediarios, sendo apenas considerados critérios de taxonomia

para divisdo dos nos.

Resultados

O namero cromossdmico das espéecies analisadas no presente trabalho esta apresentado
na Tabela 1. A subfamilia Carduinae foi representada apenas por Cynara cardunculus, com
2n = 34 (Fig. 1a). Em Asteroideae foram analisadas Leucanthemum vulgare (Fig. 1b) e Bidens
sulphurea (Fig. 1c, d), as quais diferiram quanto ao nimero cromossdmico de 2n = 36 e 2n =
24, respectivamente. Dentro de Cichorioideae a amplitude foi significativa, sendo Scolymus
hispanicus (Fig. 1e, f) a inica com 2n = 20. As espécies Sonchus asper (Fig. 2a, b), Chondrila
junceae (Fig. 3a, b), Prenanthes purpurea (Fig. 3e) e Tolpis barbata (Fig. 4) apresentaram 2n
= 18. A espécie Taraxacum officinale (Fig. 3c, d) foi a Unica espécie triploide analisada com
2n = 3x = 24. Adicionalmente, Leontodon incanum mostrou 2n = 14 (Fig. 3f, g). Em relacao
ao tamanho cromossdmico, as espécies com menores médias foram Cy. cardunculus (0,45
pum), So. asper (0,73 um) e So. oleraceus (0, 93 um), enquanto as maiores foram P. purpurea
(3,27 um) e Ta. officinale (2,62 pm). Pode-se ainda destacar a marcante diferenca entre os
cromossomos de maior e menor meédia cromossdmica (ver Tabela 1,Fig. la-f). Os
cromossomos apresentaram dois tipos de morfologia: metacéntrica e submetacéntrica (Tabela
1). Contudo, a forma metacéntrica foi predominante em todos os caridtipos, com exceg¢do de

Leo. incanus, a qual apresentou 12 cromossomos submetacéntricos de um total de 14 (Fig. 1e,

f).
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Fig. 1 Células metafasicas de (a) Cynara cardunculus, (b) Leucanthemum vulgare, (¢ — d) Bidens
sulphurea e (e — f) Scolymus hispanicus. Em (a, b, c, e) sobreposicdo de células coradas com o0s
fluorocromos CMA (amarelo) e DAPI (cinza). Em (d, f) células hibridizadas com sondas de DNAr
45S (verde) e 5S (vermelho), contracoradas com DAPI. Inserto em b mostra nucleo interfasico
reticulado, e em f cromossomos de outra célula com sitios de DNAr 5S. Setas apontam as bandas
CMA™/DAPI (a, b, c, &) e DNAr 45S (d, f). Cabegas de seta apontam sitios de DNAr 5S (d) e
bandas CMA*/DAPI (c). Barra corresponde a 10 pum.
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Todas as espécies apresentaram nucleo interfasico semirreticulado (ver Fig. 1c, e; Fig.
2a; Fig. 3a), exceto Leu. vulgare em que o nucleo interfésico foi do tipo reticulado (inserto
Fig. 1b). A respeito do padrdo de condensacdo, foi encontrado um padrdo homogéneo em
todas as espécies, com excecdo de B. sulphurea, a qual mostrou um padrdo de condensacgéo

heterogéneo (Fig 1c e Fig. 4a-c).

Fig. 2 Células em metéfase de Sonchus asper (a - b) e So. oleraceus (c - d). Em (a, c) sobreposicdo de
células coradas com os fluorocromos CMA (amarelo) e DAPI (cinza). Em (b, d) células hibridizadas
com sondas de DNAr 45S (verde) e 5S (vermelho), contracoradas com DAPI. Inserto em b mostra os
pares 1 e 6, portadores de DNAr da mesma célula. Setas apontam as bandas CMA™/DAPI  (a, c) e
DNAr 45S (b, d). Cabecas de seta apontam sitios de DNAr 5S (b, d) e bandas CMA/DAPI (a, c).

Barra em d corresponde a 10 um.

O uso de fluorocromos base-especificos CMA/DAPI revelou oito tipos de padrdes de
bandeamento: 1) CMA™/DAPI, com a presenca de sitio de DNAr 45S; 2) CMA'/DAPI,
localizada com sitio de DNAr 5S; 3) bandas CMA*/DAPI terminais; 4) bandas CMA/DAPI*
terminais; 5) bandas CMA/DAPI™" terminais; 6) bandas CMA/DAPI" pericentroméricas; 7)
bandas CMA/DAPI™ pericentroméricas; 8) bandas dependentes do padrdo de condensagéo. O
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principal deles correspondeu a uma banda CMA™/DAPI visualizada em todas as espécies,
colocalizada com o sitio de DNAr 45S revelado pela FISH. O nimero de sitios variou de um a
seis dependendo da espécie analisada, sendo na maioria dos casos dois por genoma haploide.
Além disso, esses sitios também variaram em tamanho. Algumas espécies apresentaram sitios
de tamanhos reduzidos, como no caso dos pares 3 e 7 em Leo. incanus (Fig. 3g), dos pares 4 e
7 em So. oleraceus (Fig. 2c), e do par 6 em To. barbata (Fig. 4d). Embora todas as espécies
tenham apresentado constricdo secundaria terminal, em Ch. junceae foi observado uma
constricdo secundaria proximal portadora do sitio de DNAr 45S nos pares 1 e 3 (Fig. 3ae b).

Outro tipo de padrdo observado foi CMA*/DAPI o qual foi coincidente com o sitio de
DNAr 5S revelado pela FISH em todas as espécies. Neste caso, 0 nimero de sitios variou de
um a dois por genoma haploide. Quanto a localizagdo, B. sulphurea diferenciou das demais
por apresentar dois pares cromossémicos com os sitios de DNAr 45S e 5S adjacentes (Fig.
1d). No género Sonchus (Fig. 2) e em To. barbata (Fig. 4d), os DNAr 45S e 5S foram
identificados proximos no brago curto do mesmo cromossomo. Nas demais espécies estes
sitios foram observados em diferentes pares cromossémicos. Adicionalmente, no par 1 de Leo.
incanus (Fig. 3g) foi visualizado polimorfismo de localiza¢do do sitio de DNAr 5S, no qual
um dos cromossomos apresentou um sitio subtelomérico e o outro intersticial (inserto da Fig.
30).

Bandas com fluorocromos néo relacionadas a RON foram identificadas em vérias
espécies, como CMA'/DAPI™ terminais em B. sulphurea, as quais variaram em tamanho e
intensidade de acordo com o nivel de condensacdo (Fig. 1c). A espécie Leu. vulgaris
apresentou bandas terminais CMA/DAPI™ e pericentroméricas CMA/DAPI® em todo
complemento cromossémico (Fig. 1b). Outro tipo de bandas CMA/DAPI™ com localizagéo
pericentromérica estava presente em todos os cromossomos do complemento nas duas
espeécies do género Sonchus (Fig. 2a, ¢). Além destes tipos, foram visualizadas bandas CMA”
IDAPI™ pericentroméricas nos pares 1, 4 e 5 de Sc. hispanicus (Fig. 1e). Adicionalmente,
bandas CMA/DAPI" terminais foram evidenciadas em Ch. junceae (Fig. 3a), no entanto estas
bandas foram varidveis em tamanho de acordo com o estado de condensacdo cromossdmica,
uma vez que em cromossomos mais descondensados a sua visualizacao foi dificultada (inserto
da Fig. 3a).
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Fig. 3 Células de Chondrila juncea (a - b), Taraxacum officinale (c - d), Prenanthes purpurea (e) e
Leontodon incanus (f - g). Em (a, c, e, f) sobreposicao de células coradas com os fluorocromos CMA
(amarelo) e DAPI (cinza). Em (b, d, g) células hibridizadas com sondas de DNAr 45S (verde) e 5S
(vermelho), contracoradas com DAPI. Setas apontam as bandas CMA™/DAPI  (a, c, e, f) e DNAr 45S
(b, d, g). Cabecas de seta apontam sitios de DNAr 5S (b, d, g) e bandas CMA*/DAPI (a, c). Inserto
em a contém um par de Ch. junceae em prometéfase sem bandas DAPI terminal. Inserto em g contém
0s pares 1 e 4, portadores de DNAr 5S. Barra em g corresponde a 10 pm.
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Diferentes tipos de bandas ndo associadas ao DNAr foram classificadas baseadas no
tipo de bandas, se evidenciadas por CMA ou DAPI (CMA'/DAPI, CMA™/DAPI’, CMA
IDAPI* e CMA/DAPI™); no tipo de localizagdo, se terminal ou pericentromérica; ou ainda
dependente do padrdo de condensacdo. Neste ultimo caso, as bandas foram mais visiveis em
estagios de condensacdo menos avancados, tornando-se imperceptiveis com o aumento da
condensacdo, como pode ser visto para To. barbata na Fig. 4a-c. Nesta espécie, na
visualizagdo de células prometafasicas mais descondensada (Fig. 4a), foram observadas
bandas CMA" em todos os cromossomos. Em outra prometafase mais condensada (Fig. 4b),
0s cromossomos portadores de sitios de DNAr apresentaram bandas adicionais intersticiais no
brago longo. Por outro lado, em metéfase (Fig. 4c) o nimero de bandas diminuiu para seis
CMA™/DAPI e duas CMA/DAPI, correspondentes aos sitios 45S e 5S respectivamente.

Levando em considera¢do o numero, tamanho, morfologia, organizacdo do DNAr e 0
bandeamento CMA/DAPI das celulas metafasicas, foram obtidos idiogramas das espécies
analisadas. Estes idiogramas foram plotados em ramos terminais de um dendrograma baseado
no posicionamento taxonémico de cada espécie (Fig. 5). Em alguns nés do dendrograma
foram inseridos cromossomos representativos de padrées conservados ou derivados, de

acordo com o proposto na discussao.
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Fig. 4 Cariograma e idiograma de trés células em diferentes estagios de condensacdo de Tolpis
barbata. Bandeamento CMA/DAPI com CMA (amarelo) e DAPI (cinza) em uma prometéfase menos
(a) e mais (b) condensada. Célula metafasica com mesmo padrdo de coloragdo (c), e FISH apenas dos
cromossomos portadores de DNAr (d), sendo DNAr 45S (verde) e 5S (vermelho), contracorados com
DAPI. Setas finas apontam bandas CMA™/DAPI" correspondentes aos sitios de DNAr 458, cabegas de
seta bandas CMA'/DAPI" correspondentes aos sitios de DNAr 5S e setas largas as bandas de

condensacdo. barra corresponde a 10 pum.
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Fig. 5 Dendrograma representativo das espécies analisadas no presente trabalho, baseado nas arvores
da familia Asteraceae e subfamilia Cichorioideae propostas por Funk et al. (2009) e Kilian et al.
(2009), respectivamente, excluindo todos os ramos intermediarios e levando em consideracdo apenas
critérios de taxonomia para divisdo dos nos. Cada ramo terminal apresenta o idiograma da sua
respectiva espécie. Proximos dos nés e ramos do dendograma, informacdes representativas de
caracteristicas cariotipicas conservadas (ver texto). Do lado direito da figura a letra “SF” representa as
subfamilias (SF1: Carduoideae, SF2: Asteroideae e SF3: Cichorioideae) “T” as tribos (T1: Carduinae,
T2: Anthemideae, T3: Coreopsideae) e “ST” as subtribos (ST1: Scolyminae, ST2: Hyoseridinae, ST3:

Chondrillinae, ST4: Crepidinae, ST5: Hypochaeridinae, ST6: Cichoriinae).
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Discussao

A familia Asteraceae apresenta grande variacdo de nimeros cromossdmicos, sendo x =
9 seu numero mais frequente, observado em mais de 30% das espécies analisadas
citogeneticamente (Watanabe et al. 2007). Considerando dados morfolpdgicos e moleculares,
Gruenstaeudl et al. (2009) confirmaram esse nimero como sendo 0 nimero basico primario
para a familia, contudo havendo divergéncias em varios grupos, como observado no presente
trabalho em Cy. cardunculus (x = 17), Bidens sulphurea (x = 12), Sc. hipanicus (x= 10), Ta.
officinale (x = 8) e Leo. incanus (x = 7). Com relacdo ao tamanho cromossémico, P. purpurea
(ST5) destacou-se por apresentar cromossomos com 0s maiores tamanhos médios, enquanto
Cy. cardunculus (T1) e 0 género Sonchus (ST2) os menores.

Para a subfamilia Carduoideae (T1), os dados obtidos para Cy. cardunculus
confirmaram o nimero 2n = 34, descrito para a espécie, o género (Dalgaard 1991) e a subtribo
Carduinae (Haffner 2000). Esse numero parece ter sido derivado por poliploidia de n = 9,
seguida por disploidia descendente formando n = 17 (Haffner 2000). Apds esta derivacdo,
muitos rearranjos cromossdmicos provavelmente ocorreram para a diminui¢do da quantidade
de DNA, com consequente reducao do tamanho cromossémico. A média cromossomica de Cy.
cardunculus foi cerca de quatro a sete vezes menor que cromossomos de espécies da tribo
Centaureinae, pertencente a mesma subfamilia (Dydak et al. 2009).

Dentro da subfamilia Asteroideae (SF2), 0 nimero de 2n = 24 para B. sulphurea
confirmou as descri¢cbes anteriores. Porém, essa espécie esta inserida em um género que
apresenta um complexo poliploide, com nimeros de até 2n = 72 (Grombone-Guaratini et al.
2006). Apesar da ocorréncia de poliploidia nesse grupo, a disploidia € um evento incomum
(Fachinetto et al. 2008), sugerindo que a alteracdo para o numero basico x = 12 tenha surgido
antes da formacé&o do género.

Em Cichorioideae (SF3), as espécies Sc. hispanicus (subtribo Scolyminae, ST1), Ta.
officinale (subtribo Crepidinae, ST4) e Leo. incanus (Hypochaeridinae, ST5) apresentaram
numeros basicos de x = 10, x = 8 e x = 7 respectivamente, resultante de provavel disploidia de
X = 9. Na subtribo Scolyminae, Scolymus € o Unico género descrito até 0 momento com a
referida variagéo (Lack et al. 1980; Nersesyan e Nazarova 1989). Na subtribo Crepidinae, x =
8 encontrado para Taraxacum corresponde a um caractere compartilhado com Ixeris, sendo
provavelmente derivado na divisdo da subtribo (Fujishima 2001; Denda e Yokota 2004). Na
subtribo Hypochaeridinae, praticamente todos os géneros portam significativa diversidade

guanto ao numero cromossomico (Slovak et al. 2007), destacando-se Leontodon, com
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variacdo intragenérica de 2n = 8 a 2n = 22 e varios numeros basicos sugeridos para 0 grupo
(Izuzquiza e Feliner, 1991; Samuel et al. 2006).

Diferente das espécies analisadas, Ch. junceae (Cichorieae/ Chondrillinag), com 2n =
18, foi a Unica que divergiu quanto ao numero em relacdo as descri¢fes anteriores. A hipotese
sugerida para a primeira descri¢ao de 2n = 15 foi tratar-se de um triploide baseado em x =5, 0
que seria suportado por outras espécies, como Ch. ambigua com 2n = 10 (Bergman 1950). Em
estudos mais recentes, Chepinoga et al. (2009) descreveram um individuo com 2n = 20 em Ch.
junceae. De acordo com nossas analises, a constricdo secundaria proximal muito distendida
pode ter levado estes autores a um erro de contagem, considerando o braco curto do maior par
cromossémico como um par a mais totalizando 2n = 20.

Dentre as espécies que apresentaram Vvarios ndmeros cromossdmicos descritos,
destacam-se Leu. vulgare, So. asper, So. oleraceus e Ta. officinale como portadores de
neopoliploidias, gerando um complexo de espécies. A influéncia deste tipo de variacdo
cromossOmica abrange varios casos na familia (Watanabe et al. 2007). No caso de So.
oleraceus (2n = 32), o aumento do nimero cromossdmico ndo correspondeu a um mdaltiplo
diretamente derivado de x = 9, pois esta espécie poderia tratar-se provavelmente de um
anfidiploide derivado de So. asper (2n = 18) e So. tenerrimus Schur (2n = 14) (Mejias e
Andrés 2004).

Em relacdo aos resultados de CMA/DAPI e FISH, um padrdo compartilhado na
familia corresponde ao DNAr 45S colocalizado com banda CMA™/DAPI" em posicéo
terminal (Mazzella et al. 2010; Salles-de-Melo et al. 2010), como observado na maioria das
espécies analisadas. Por outro lado, a variagdo no nimero desses sitios, de um a seis por
genoma haploide, evidencia que embora as caracteristicas da heterocromatina constitutiva se
conservem ao longo da evolucdo, rearranjos cromossdmicos envolvendo estas regides
correspondem a um fato recorrente dentro do grupo.

Apesar da associacdo entre sitios de DNAr 45S e regides CMA™ serem observadas de
forma ampla em todo reino Plantae, a associacdo do DNAr 5S a este fluorocromo apresenta
diferentes padrdes (Guerra 2000). Na ocorréncia de colocalizacdo DNAr 45S/5S, o bloco
CMA™/DAPI" ocupa toda esta regido, como o observado na literatura para Varios
representantes da subfamilia Asteroideae, como os géneros Achyrocline (Mazzella et al. 2010)
e Artemisia (Pellicer et al. 2008; Konowalik et al. 2010). No entanto, a técnica de FISH
aplicada em B. sulphurea (Asteroideae) nao revelou indicios suficientes de sobreposicdo dos
sinais de DNAr 45S e 5S, mas de adjacéncia. Na auséncia de colocalizacdo, dois tipos de
bandeamento foram descritos em relacdo ao sitio DNAr 5S para Asteraceae: bandas

CMA'/DAPI’, encontradas em todos os géneros aqui analisados e em Amphoriocarpus Vis.,
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Chardinia Desf., Siebera J.Gay e Xranthemum L. (Garnatje et al. 2004); ou auséncia de
bandas com fluorocromos, como descrito em Centaurea (Dydak et al. 2009) e Helianthus
(Cuellar et al. 1996; Garcia et al. 2010).

Nos géneros Sonchus e Tolpis, um cromossomo portador de dois sitios de DNAr
apresentou um padrdo conservado nas espécies analisadas. Este cromossomo marcador
caracterizou-se pela presenca de um sitio de DNAr 45S terminal e DNAr 5S intersticial no
brago curto. Resultados similares também foram descritos em outros grupos como em quatro
espécies de Lactuca (Matoba et al. 2007) e Hieracium transylvanicum Heuff. (Tomasz et al.
2010). Alem do cromossomo marcador, observou-se um namero variavel de sitios extras de
DNAr 45S sendo um, dois e trés pares em So. asper, To. barbata e So.oleraceus,
respectivamente. O padrdo de So. asper foi idéntico aquele das espécies de Lactuca e
Hieracium (Matoba et al. 2007; Tomasz et al. 2010). Por outro lado, 0 maior nimero de
RONs em To. barbata e So. oleraceus encontrou-se diretamente relacionado ao aumento de
sitios menores, podendo estar relacionados a eventos de transposicgdo e translocacdo de DNA
envolvendo RONs, como ocorrido, por exemplo, em Chrysanthemum e espécies proximas (EI
Twab e Kondo 2006; 2007).

Em Ta. officinale, a presenca de apenas um conjunto de cromossomos portadores de
RONSs esté provavelmente ligada a perda de um conjunto durante sua diferenciagdo, tendo em
vista que em espécies diploides dois pares satelitados dentro do cariétipo parecem refletir a
condicdo mais primitiva (Sato et al. 2007b). Além disso, seria provavel em Ta. officinalle a
presenca de dois conjuntos e ndo apenas um, como observado. Em relacdo ao posicionamento
intersticial no brago longo, a RON parece ter sofrido alteragbes cromossdmicas, incluindo
uma inversdo pericéntrica ou paracéntrica ancestral, quando considerada a formacdo de
Taraxacum (Mogie e Richards 1983).

Em Ch. juncea a presenca de RONs proximais também indica a existéncia de
alteracbes cromossdmicas dentro do cariétipo. Alteracdes no posicionamento do DNAr para a
regido proximal foram descritas anteriormente nos géneros Chrysanthemum (EI-Twab e
Kondo 2006) e Achyrocline (Less.) DC. (Mazzella et al. 2010) e Cichorium (Bernardes, 2010).
Porém, devido a distancia entre estas espécies, pode-se supor que esta alteracdo tenha
ocorrido de forma independente mais de uma vez dentro da familia. EI-Twab e Kondo (2007)
relataram a presenca de sinais intersticiais e terminais de 45S e 5S em Chrysanthemum senso
lato, sendo estes dados sugestivos para a ocorréncia de inversdes ou translocagdes ao longo da
evolugdo. Eventos como estes podem ter ocorrido em Ch. juncea, explicando esta

diferenciacéo.
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A presenca de varios padrdes de bandeamento com fluorocromos nédo relacionados a
RON evidenciaram uma grande diversidade de HC dentro da familia, como as bandas
CMA'/DAPI" observadas na regido terminal de B. sulphurea, CMA/DAPI™™ relativas as
regibes centroméricas de So. asper e So. oleraceus e terminais em Leu. vulgare, e CMA’
IDAPI* na regido terminal de Ch. junceae e centromérica de Sc. hispanicus e Leu. vulgare.
Tais variacbes remetem a uma evolucdo rapida, alterando unidades de repeticdo e as
homogeneizando dentro do genoma (Lamb et al. 2007).

Considerac6es Finais

Apesar da familia Asteraceae ser considerada um grupo monofilético, as relacdes entre
niveis taxonémicos inferiores ainda ndo estdo bem compreendidas, levando ao
reconhecimento gradual de grupos parafiléticos adicionais, reorganizados em novas
classificagbes. Entre os exemplos existentes, 0 mais marcante compreende a divisdo em
subfamilia, a qual foi alterada de trés por Bremen (1994), para 11 por Panero e Funk (2002), e
posteriormente para 12 por Funk et al. (2009). A correta delimitacdo dos géneros também se
constitui como um sério problema, em que agrupamentos parafiléticos tem sido descritos em
varios géneros como Tolpis (Park et al. 2001), Prenanthes e Sonchus (Kim et al. 1996).

A citogenética tem desempenhado um importante papel dentro da familia, sendo
importante na indicacdo de relacdes filogenéticas, como no caso de descricdes de numeros
basicos, seja para a familia inteira com x = 9 (Gruenstaeudl et al. 2009), ou para alguns grupos
que tenham modificagcBes gerando novos numeros basicos em géneros ou tribos. Os géneros
Taraxacum (x = 8) e Scolymus (x = 10), ou a subtribo Carduinae (x = 17), exemplificam tais
modificagdes. A identificacdo de alteracfes cariotipicas evidencia barreiras reprodutivas e
caminhos direcionais no processo de divergéncia evolutiva (Watanabe et al. 2007).

Existem muitas situagbes em que taxons, mesmo proximos podem apresentar
diferencas significativas em suas porc¢oes da cromatina (Guerra, 2008). Baseado nos estudos
de tecnicas diferenciais dentro de Asteraceae, a descricdo de tipos de heterocromatina
evidenciam uma grande variabilidade citogenética, e salientam este grupo como promissor
para utilizacdo deste tipo de analise como ferramenta na citotaxonomia, podendo facilmente
diferenciar ou agrupar espécies, atuando como uma caracteristica valiosa no entendimento da

evolucdo e consequentemente taxonomia e sistematica.
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7. Conclusdes

1. As espécies Cichorium endivia e Ci. intybus embora pertencam ao mesmo género e
apresentem o mesmo numero cromossémico de 2n= 2x = 18 possuem diferencas
significativas na distribuicdo do DNAr, observando-se importantes rearranjos
cromossémicos envolvendo um provavel aumento do nimero de sitios de RON na
divergéncia dessas espécies.

2. Apesar de apresentarem diferengas na morfologia, os cinco acessos de Ci. endivia e
quatro dos cinco acessos de Ci. intybus ndo apresentaram modificacfes cariotipicas
significativas que evidenciem barreiras reprodutivas intraespecificas. O acesso Ci.
intybus var. foliosum cult. Zoom, por outro lado, apresentou rearranjos marcantes no
cariotipo, constituindo-se de dois pares cromossémicos heteromérficos portadores de
DNAr, permitindo a identiticacdo de uma possivel translocacdo reciproca ocorrida
apenas para este acesso. Estas mutag¢des cromossdmicas certamente promoveriam uma
barreira reprodutiva da planta, no entanto possivelmente estratégias de reproducéo
vegetativa devem estar ocorrendo para a manutencdo da viabilidade reprodutiva deste
acesso.

3. Todas as espécies analisadas confirmaram contagens prévias na literatura, com
excecdo de Ch. junceae (2n = 18), na qual pode ter ocorrido erros de contagem devido
a presenca de uma constri¢do secundaria proximal.

4. Embora com o nimero bésico de x = 9, a familia Asteraceae sofreu varios eventos de
disploidia gerando uma amplitude significativa de nimeros cromossémicos, variando
dex=7ax=17.

5. Variagbes na quantidade, localizagdo e tamanho dos sitios de DNAr permitiram
identificar varios tipos de rearranjos sofridos durante a evolucdo. Entre os de maior
destaque tem-se inversoes, transposicao e translocagdes.

6. A ampla variedade da heterocromatina constitutiva ndo relacionada a RON,
evidenciada atraveés dos fluorocromos, indicam provaveis processos de muta¢do nas
unidades de repeticdo e processos de homogenizacgdo dessas novas sequéncias.

7. As marcantes diferencas citogenéticas entre grupos préximos indicam uma evolucéo

muito rapida neste grupo.
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For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than
234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than
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Permissions
If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights
for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these
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Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-

Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users would

then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as
certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.
Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation
and e-mail address of the corresponding author.
To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long
download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets
Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
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