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Resumo

O género Sida (Malvaceae) € um grupo heterogéneo, taxonomicamente mal resolvido,
com delimitagdes a nivel inter e infragenéricos ndo tdo claras, tendo a maioria das
abordagens baseadas em dados morfoldgicos. Neste sentido, os estudos citogenéticos
tém se revelado uma excelente ferramenta para um melhor entendimento das relagdes
taxondmicas e filogenéticas em diversos grupos de plantas, e um dos pontos estudados €
a analise da heterocromatina, que por anos foi considerada "lixo genético”, até que
finalmente novos estudos apontaram sua importancia nas andlises citogenéticas e
citogenémicas. No caso particular do género Sida, os poucos estudos citogenéticos
existentes, sdo baseados quase que exclusivamente, na contagem cromossémica, que
varia de 2n = 14 a 2n = 32. Apesar dessa abordagem ser considerada o ponto inicial de
qualquer analise citotaxonémica, a caracterizagdo da heterocromatina pode auxiliar na
compreensdo das relagbes evolutivas entre as espécies. Assim o0 objetivo deste trabalho
foi caracterizar cari6tipos de espécies de Sida e géneros préximos, afim de fornecer
informagdes que possam auxiliar na resolugdo de problemas taxondmicos. As analises
com fluorocromos CMA e DAPI mostraram padrdes diversificados de bandas
heterocromaticas, o que proporcionou a diferenciacdo dessas espécies, do ponto de vista
citogenético.

Palavras chave: Heterocromatina, Malvaceae, Sida, cari6tipo



Abstract

The genus Sida (Malvaceae) is a heterogenous group, taxonomical unresolved, of wich
it's inter and infragenerics boundaries are unclear. The majority of it's approaches are
based on morphological data. In this sense, the cut genetic studies have proved to be an
excellent tool for a better understanding of the taxonomic and phylogenetic relationships
in various groups of plants. One of the topics researched is the analysis of the
heterochromatin, wich for years was only known as non-gene sequence area,"junk
DNA", until new studies showed it's specificity in cytogenetic and cytogenomics
analysis. In the particular case of the genus Sida, the few cytogenetic studies are
exclusivelly based on the chromossomic counting, wich varies from 2n = 14 to 2n = 32.
Despite the approaches being the starting point for any cytotaxonomic analysis, th
echaracterization of the heterochromatin can aid in the understanding of the evolution
relationship between the different species. The aim of this research was to characterise
the karyotype of the Sida species and similar genera, to make clear taxonomic issues.
The CMA and DAPI fluorochome analysis showed diversified patterns of
heterochromatic bands, as that said, bringing a new point of view in the differentiation of
these species.

Key-words: Heterochromatin, Malvaceae, Sida, kariotype



Sumario

O | N 1 270] 16 107X IR 13
N © o] 11 £ LYo 1 TSSO PSPPSRN 16
2.1, ODBJEUIVO GEIal......coeiiiiiie e 16
2.2, ODJetiVOS ESPECITICOS. .. .cuviiveeiiiiesiieie st e e aesnaenreas 16
3. REVISA0 U8 LITEFATUIA ....c.eoviiiiiiieieieeee s 16
TN 1=t T o IS T - () SR SSSRPS 16
3.2- Distribuicao geografica de Sida (L.) ....ccooererereniiininineeee s 17
3.3- Citogenética N0 gENEro Sida (L.) ...ccceviiiiiieii ettt 18
3.4- Citogenética como ferramenta para eVOIUGAOD ............cooevrereinenenieise e 19
3.5- HELErOCIOMALING ...ttt 20
4. Material € MELOUOS ........ccoveiiiiiiieiere e 21
4. 1- IVIBEETTAIS ...ttt bbbttt 21
4.2- IMEBEOTOS ...ttt 22
Preparacdo das laminas e sele¢ao das Metafases ........cocvvvvirieieieiene e 22
Colorag@o COmM flUOTOCIOMOS. .......eveiiiiriesiieiieiie et 22
MedICAO JOS CrOMOSSOMOS. ... .cvieueeireereesresreesteetesseesteetesseesraesseessesreesseasaesseessesssesseenseans 22
5. RESUITAA0S € DISCUSSAD......cueiueeiiiriiriieiieiie ettt bbbt 23
6. CONSIDERAGCOES FINAIS .....ooveeveeeeeeeeseeisesesess s tenes s 27

7. REFERENCIAS ..o e e et e et e et 28



14

1. Introducéo

Composta por cerca de 240 géneros e 4.255 espécies (Stevens, 2008), a familia
Malvaceae transpbe barreiras geogréaficas, tornando-se uma familia generalista, ou seja,
cosmopolita. Malvaceae divide-se em nove subfamilias: Bombacoideae, Brownlowioideae,
Byttncrioideae, Dombeyoideae, Grewioideae, Helicteroideae, Sterculioideae, Tilioideae e
Malvoideae (Pordeus, 2016, Péchon & Gidorg, 2014). Seu maior ponto de endemismo esta
nas Américas e Africa, onde também é evidente sua maior diversidade (Hinsley, 2009,
Stevens, 2008, Branddo-Neto, 2014).

Na familia encontram-se géneros de alto valor econémico como algodao
(Gossypiumspp.) e o cacau (Theobroma cacao), Sida destaca-se dentro da familia por seu alto
valor farmacoldgico que tem sido estudado na india ao longo dos anos, o potencial de
algumas especies como S. cordifolia e S. rhombifolia tem sido explorado dentro do género.
Recentes andlises nos principais géneros comprovaram que o0 metabolismo secundario
encontrando em Malvaceae tem padrfes antifebris, anti-flamatorios, emolientes além do
tratamento de reumatismo (Pordeus, 2016; Pereira, 2009).

Os estudos sobre as caracteristicas morfologicas de Malvaceae sdo atualmente focados
em sua inflorescéncia e flor, onde esses dois focos sd@o os mais tradicionais (Bayer et al.,
1999). Normalmente apresentam porte arbéreo, arbustivo e herbaceo, o que leva a
compreender que sao desde médio a grande porte (Almeida, 2016).

Entre os géneros da subfamilia Malvoideae, destacamos o género Sida (L.), este género
foi descrito para unir espécies que apresentam muitos estames, sendo assim as poliandricas da
classe Monadelphia. Este género é composto por cerca de 200 espécies cosmopolitas, com 12
secdes de distribuicdo, onde as mais conhecidas sdo as espécies: Sida rhombifolia e Sida
cordifolia (Branddo-Neto, 2014). Por apresentarem uma alta agressividade em invasdo de
culturas sdo conhecidas como “daninhas” (Vasconcelos et al., 2012).

Algumas espécies do género Sida tém sido estudadas em diversas areas da medicina. S.
rhombifolia (Islam et al., 2003) foi relatada com um forte uso fitoterapico na India, o que
levou a pesquisas envolvendo seu potencial citotoxico e antibacteriano. J& S. cordifolia,
popularmente conhecida como "Bala" na India, é utilizada como um fitofarmaco (Karam et
al., 2012).

Por ser um dos maiores géneros dentro da familia Malvaceae, Sida consequentemente
enfrenta diversos problemas taxondmicos, onde suas delimitagbes a nivel inter e

infragenéricos ndo sdo claras. Apds utilizar o numero cromossémico como uma forma
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alternativa para classificar Malveae, Bates (1968) dividiu Malveae em 54 géneros e 13
aliangas genéricas, e desde entdo, essa divisdo tem sido uma das poucas formas de classificar
e separar espécies desta tribo. Anos depois, alguns estudos envolvendo a morfologia do fruto
e caracteres do pdlen (Fryxell, 1971, 1988) acarretou na segregacdo de determinados grupos
pertencente a alianca Abutilion, e neste momento a alianca genérica de Sida surgiu, alianca
essa que apresentava um numero cromossdémico basico de x=7 e 8. Fryxell & Fuertes (1992)
sugeriram que Akrosida e Sidasodes também deveriam fazer parte da alianca genérica de Sida,
mesmo que eles apresentassem um numero basico de x=5, o que destoa completamente dos
previstos para tal alianca, agravando cada vez mais a compreensdo e identificacdes das
espécies desta alianca. As segregacdes e criacdes de aliancas a partir de Malveae levando em
consideracdo apenas alguns padrdes de caracterizacdo liderou a este grande problema
taxonémico dentro de Sida (Fuertes et al., 2003)

Do ponto de vista citogenético, as espécies do género Sida, até agora estudadas,
possuem numeros cromossémicos varidveis (2n = 14 até 2n = 32) (Vankatesh et al., 2015),
mostrando que este grupo deve ter sofrido algum evento de ploidia durante a evolugéo. Pela
baixa quantidade de espécies estudadas até o momento, ainda é muito cedo apontar se tais
eventos realmente ocorreram.

A caracterizacdo citogenética tem sido bastante utilizada para auxiliar na resolucao de
problemas taxondmicos. Um exemplo disto € o que tem sido feito em espécies do género
Citrus, que apresentam 0 mesmo nimero cromossémico para a grande maioria das espécies,
todos com tamanhos bastante uniformes, o que torna dificil o reconhecimento de uma espécie
a nivel cromossémico. Assim, a partir desta problematica, o bandeamento com fluorocromos
se tornou uma alternativa eficaz para caracterizar o cariotipo das espécies de Citrus, e isto tem
sido utilizado como suporte para estudos taxonémicos (Guerra et al., 2000; Samuel et al.,
2001, Barros e Silva et al., 2010). Outro exemplo é o caso do género Nothoscordum, que
apresenta numeros cromossémicos basicos x=4 e x=5. O bandeamento por fluorocromos, as
técnicas de Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH), Hibridizacdo Genbmica in situ (GISH) e
as andlises de filogenia molecular permitiram compreender a origem hibrida entre espécies
muito proximas (N. gracile e N. bonariense) e demais espécies afins (Souza et al., 2012).

Tendo em vista tais situagbes, a utilizagdo da caracterizacdo citogenética tem se
mostrado uma importante ferramenta para melhor compreensdo dos problemas taxonémicos
(Bastaniel et al., 2001).



16

No género Sida, a maior parte das espécies que tem seu cariotipo estudado sdo oriundas
no norte da india. Considerando que muitas espécies que ocorrem no Brasil, sequer tiveram
seu nimero cromossémico identificado, torna-se necessario que mais estudos sejam feitos
com o objetivo de caracterizar citogeneticamente essas espécies, para contemplar o maior
numero possivel de representantes do género e poder auxiliar no estabelecimento de uma

filogenia mais sélida para este grupo.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Caracterizar cariétipos de espécies do género Sida e géneros relacionados a fim de fornecer
dados que contribuam para o entendimento da evolucdo cariotipica e das relacGes

taxonémicas do grupo.

2.2. Objetivos especificos

Determinar o namero cromossdmico das espécies analisadas.
Localizar e determinar o padrdo de distribuicdo da heterocromatina das espécies analisadas.
Fornecer subsidios que possam auxiliar em um melhor entendimento das relagdes

taxondmicas e da evolucdo cariotipica do grupo.

3. Revisdo de Literatura

3.1- Género Sida (L.)

A familia Malvaceae € composta por cerca de 240 géneros, entre eles o género Sida, que
é considerado um dos mais heterogéneos dentro da familia. Suas respectivas espécies podem
ser facilmente identificadas e distinguidas de outras por duas caracteristicas morfologicas
principais: calice que, frequentemente, apresenta 10 nervuras, e frutos compostos de 5 a 10
mericarpos (Brandao et al., 2017). Sida tem sido permanentemente estudado (ver Noor et al.,
Hazra & Sharma, 1971), entretanto permanece considerado como um grande problema
taxonémico, devido a sua alta taxa de variabilidade (Verdcourt, 2004). Alguns géneros ja
foram segregados de Sida, que €é visto como um grupo potencialmente artificial (que usa
caracteristicas visiveis para distinguir dois organismos, mas que nao revelam o real parentesco

entre 0s mesmos). Essa segregacdo em formacdo de novos grupos naturais vindo de Sida
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reduziram consideravelmente a sua artificialidade. O género Malvella Jaub. & Spach recebeu
quatro novas espécies que antes pertenciam a Sida e que eram vistas como anomalias dentro
do género. Foi necessario andlises a fundo sobre o mericarpo para chegar a tal decisdo
(Fryxell, 1978).

Mesmo com diversas exclusbes e realocacbes dentro do género, Sida permanece, de
longe, sendo um dos maiores problemas taxondémicos dentro de Malvaceae, comportando
inimeros problemas com espécies que precisam de mais estudos para uma melhor clareza,
além da grande quantidade de sinénimos (Siedo, 1999).

Grande parte das espécies de Sida sdo consideradas "daninhas”, inumeros trabalhos para
0 combate das mesmas sdo realizados, pois plantas daninhas geram perda na produtividade
agricola, uma vez que as mesmas disputam por agua, luz e nutrientes, além de serem mais
resistentes que as espécies de sua competicdo (Silva et al., 1998). Para o controle dessas
espécies de Sida consideradas importantes "daninhas", estudos envolvendo a utilizacdo de
maltiplas aplicagdes de flumiclorac-pentil foram realizados no norte e noroeste do Parana,
onde S. rhombifolia, S. spinosa, S. cordifolia e S. glaziovii sdo encontradas em abundancia. Os
resultados mostraram que as aplicacfes continuas de flumiclorac-pentil foi mais eficaz se

comparada a aplicacdo da dose unica. (Constantin., 2007).

3.2- Distribuicéo geografica de Sida (L.)

O género comporta cerca de 200 espécies cosmopolitas distribuidas em 12 secdes:
Cordifoliae(24 spp.), Distichifolia(16 spp.), Ellipticifoliae(9 spp.), Hookerianae(2 spp.),
Malacroideae(23 spp.), Muticae(11 spp.), Nelavagae(30 spp.), Oligandrae(4 spp.),
Pseudonapaea(l spp.), Sidae(49 spp.), Spinosae(18 spp.),e Stenindae(2 spp.), apresentam
uma alta distribui¢do neotropical, desta forma, varias espécies sdo encontradas nas Américas,
principalmente no Brasil com seus pontos principais sendo no Nordeste e Sul (Brandao et al.,
2017, Brandao-Neto, 2014, Silva et al., 2006).

Com 113 espécies ocorrendo no Brasil (Brandao at el., 2017), Barbosa et al., 2004
realizou um levantamento floristico na Mata do Pau-Ferro, Areia/PB, onde encontrou 11
espécies de Sida (L.), S. acuminata DC., S. acuta Burm.f., S. aurantica A. St.-Hil., S.
cordifolia L, S. galheirensis Ulbr, S. glomerata Cav., S. linifolia Cav., S. micrantha A. St.-

Hil., S. purpurascens Salzm., S. rhombifolia L., S. urens L. Destas 11, apenas 6 possuem seu
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nimero cromossdmico divulgado. Acredita-se que o nimero cromossdmico basico desse

género seja x=7 (Brand&o et al., 2017).

3.3- Citogenética no género Sida (L.)

Os estudos citogenéticos dentro do género sdo extremamente escassos, mas, Ugborogho
(1982) realizou testes citogenéticos em S. rhombifolia e seus complexos. Ele analisou
cromossomos mitoticos e meidticos de S. rhombifolia e das subespécies S. rhombifolia subs
alnifolia um tetraploide, S. rhombifolia subs. rhombifolia e S. rhombifolia subs. retusa,
espeécies diploides. A contagem cromossémica foi realizada numa populacéo de 20 individuos,
onde 6 desses se mostraram tetrapldides possuindo 2n = 28, diferindo das remanescentes
diploides que apresentaram 2n = 14. Os cromossomos eram pequenos e visualmente idénticos,
requerendo uma melhor anélise do cariétipo. O resultado do ciclo meidtico entre as amostras
mostrou-se normal, podendo afirmar que mesmo o numero cromossdmico base do género
Sida variando em x=7, 8 e 11, o complexo de Sida rhombifolia mostrou um nimero basico
X=7.

Estudos realizados em diferentes tipos de Sida na india, demonstraram uma melhor
analise do cari6tipo, com cromossomos apresentando tamanhos considerados pequenos,
variando de 1.3 - 2.9um em S. acuta, 1.3 - 2.5um em S. cordifolia, 1.1 - 3um em S. glutinosa.
Ao analisar os cariotipos, foi percebido um padrdo comum em sua morfologia. Os cariotipos,
em sua maioria apresentaram desde tamanhos pequenos a médios, ja as constricdes foram
metacéntricas ou submetacéntricas. De certa forma, algumas espécies demonstraram pequenas
mudancgas no cromossomo de taxas parentes, podendo ser considerado um dos fatores de
rearranjo que causaram o processo de evolugéo (Hazra & Sharma, 1971).

Venkatesh (et al., 2015) realizou estudos de analise do ndmero cromossémico e
cariotipico de algumas espécies de Sida. Ele constatou que 0 nimero cromossémico em Sida
ndo partiu de apenas um Unico namero basico, e sim de maltiplos nimeros basicos, tais como
x=7, 8, 9, 11. Porém, o numero basico x=7 apareceu como maior frequéncia. Em relacdo as
analises detalhadas do cariotipo, Venkatesh (et al., 2015) notou que o0s resultados corroboram
com analises ja realizadas: cromossomos pequenos e majoritariamente homogéneos, mas,

todas as espécies apresentam particularidades individuais.
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3.4- Citogenética como ferramenta para evolucdo

Com o passar dos anos, a unido dos estudos de citologia e genética tornaram-se uma
poderosa ferramenta para estudos de evolugéo, o que tornou possivel explicar diversos fatores
evolutivos tanto na area de botanica quanto outras areas das Ciéncias Bioldgicas. Algumas
técnicas citogenéticas como a utilizacdo de marcadores moleculares, tém sido indispensaveis
para a compreensdo dos menores fatores relacionados a evolugdo cromossémica, fatores esses
que agiram durante milhares de anos e passaram despercebidos até o aperfeicoamento de tais
técnicas. O isolamento de genes de DNA ribossomal (DNAr 35S e 5S) comecaram a ser
utilizados como marcadores citomoleculares, podendo se ligar as regides do cromossomo que
possuem essa mesma sequéncia em tandem e, desta forma, esses padrdes fornecem fatores
evolutivos a nivel cromossémico além de poder solucionar problemas filogenéticos em
espécies do mesmo género (Yakloveat el., 2017).

Muravenko (et al., 2009) procurou investigar as relagdes interespecificas e
evolucionarias do Linho e seus derivados a partir de técnicas citogenéticas como bandeamento
por fluorocromos e FISH, um melhor estudo do genoma usando tais ferramentas.

Armstrong & Filatov (2008) avaliaram 0s aspectos citogenéticos nos estagios iniciais da
evolucdo dos cromossomos sexuais em Silene latifolia. As discussées emergentes sobre o
assunto, levantaram guestionamentos sobre as diferencas que ocorreram no processo evolutivo
de cromossomos sexuais de animais e plantas. Utilizando mapeamento citogenético (FISH),
foi possivel chegar a um melhor entendimento desse processo evolutivo tanto em Silene
latifolia, como em plantas de forma geral.

Divashuk (et al., 2014) utilizou métodos citogenéticos para analises do cariétipo de C.
sativa que ndo haviam sido utilizados em estudos recorrentes. Com o bandeamento DAPI e a
utilizando de sondas de DNA ribossomal 5S e 35S, o0 interesse nessas técnicas surgiu com o
fato de que os estudos envolvendo mapeamento genémico utilizando (FISH) mostrou-se cada
vez mais eficaz. Divashuk (et al., 2014) enfatizou que até o momento do trabalho, nenhum
mapeamento do cromossomo Y em plantas havia sido terminado, apenas uma pequena regiao
do cromossomo Y em papaya (Carica papaya L). Com as primeiras avaliagdes, foi capaz de
supor que o genoma de C. sativa seria pequeno, entdo, com os resultados basicos de
citogenética molecular na estrutura gendmica de C. sativa e de seus cromossomos sexuais,

pode gerar 0 primeiro passo para 0 mapeamento completo do genoma em C. sativa.
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3.5- Heterocromatina

Por anos a heterocromatina permaneceu como uma ddvida para milhares de
pesquisadores, alguns consideravam aquela parte repetitiva de DNA apenas como "lixo
genético” (Henning, 1999). Heitz (1928) sugeriu que a heterocromatina poderia ser encontrada
em dois tipos, uma heterocromatina que mantinha sua estrutura condensada em todo o
processo do ciclo celular, e a "eucromatina” que diferente da primeira, pode apresentar um
periodo de ndo condensacao, alternando entre condensar-se e ndo condensar-se.

A heterocromatina esta presente nos teléomeros, centrobmeros e também pode aparecer
em blocos nas regides intersticiais dos cromossomos estando presente nos teldmeros e nas
regides centroméricas e pericentroméricas de alguns cromossomos, inclusive sexuais.
(Avramova, 2002). Podendo ser classificada como heterocromatina constitutiva, que se
mantém fixa em uma regido do cromossomo, ou heterocromatina facultativa, alternando entre
heterocromatina e eucromatina. A constitutiva possui DNA satélite em sua formacéo, regido
normalmente pobre em genes. Ao contrério, a facultativa possui genes em sua constituicao,
além da alta taxa de presenca em diversos locais (Park & Kuroda, 2001).

Com o0 avango das ciéncias e o crescimento das areas de estudo, principalmente
envolvendo ferramentas citogenéticas, pesquisadores passaram a dar mais atencdo a presenca
da heterocromatina, e de como ela pode influenciar em diversos fatores de padrdes evolutivos,
com algumas técnicas citogenéticas como a utilizacdo de fluorocromos, é possivel identificar
partes ricas em GC e AT, determinando padr&es e sequéncias hetecromaticas (Guerra et al.,
2000).
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4. Material e Métodos

4.1- Materiais
As espécies analisadas, com os locais e nimeros de coleta estdo apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1: Nome das espécies e local de coleta.

Subtribo Secéo Nome da espécie Localizacéo Voucher
Areia-PB JMP, Cardoso
1387
Sida acuta
LP, Felix
. 1771
Sida - >
Areia-PB JMP, Cardoso
1390
Sida rhombifolia
JMP, Cardoso
Abutilinae _ _ _ 1391
Spinosae Sida glomerata Areia-PB IMP, Cardoso
1388
Malacrhoideae | Sida castanocarpa Parnaiba/PI LP, Felix
17632
P 17645
. Malvastr_um Areia-PB IJMP, Cardoso
Malvinae coromandelianum

1389

Apbs a coleta os exemplares das espécies investigadas foram cultivados no jardim
experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal, e o material testemunho de cada espécie
foi depositado no herbario Jayme Coelho de Moraes, ambos no Centro de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal da Paraiba, Campus II.

Para andlises citologicas, pontas de raizes obtidas a partir de plantas cultivadas em jarros
passaram por pré-tratamento com 8-hidroxiquinoleina (0,002 M) por 24h a 10 °C, fixadas em
3:1 etanol-acido acético (v/v) por 2-22 h a temperatura ambiente e estocadas em freezer a -

20°C para utilizagdo nas andlises posteriores.
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4.2- Métodos

Preparacdo das laminas e selecao das metéfases

Para preparacdo das laminas, o material foi lavado em agua destilada e digerido com
uma solucédo enzimatica contendo 2% celulase e 20% pectinase por 2 h a 37°C. Em seguida, as
laminas foram preparadas pelo método de esmagamento, em uma gota de &cido acético 45% e
as laminulas retiradas em nitrogénio liquido. Apds este processo, as laminas foram coradas
com uma solucdo de DAPI-Glicerol (1:1) para selecdo das melhores metafases. As laminas
selecionadas foram descoradas com fixador 3:1 etanol-&cido acético (v/v), por meia hora,
mergulhadas em etanol (v) por 2h e envelhecidas por trés dias em cdmara escura, para analise

posterior.

Coloragéo com fluorocromos

As laminas foram envelhecidas por trés dias e posteriormente coradas com o0s
fluorocromos Cromomicina Az (CMA) ¢ 4’°,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), seguindo o
descrito por (Barros-Silva & Guerra, 2010). As ldaminas foram coradas com uma gota de CMA
(0,2mg/ml), por 1 h, lavadas com seguidos jatos de agua destilada e secas. Em seguida,
coradas com uma gota de DAPI (1pg/ml) por 30 min, novamente lavadas com &gua destilada,
secas e montadas em tampao 1:1 Mcllvaine-glicerol.

As imagens das células foram capturadas pela cdmera AxioCam MRc (Carl Zeiss Vision
GmbH, Miinchen Hallbergmoos, Germany) acoplada ao microscopio Zeiss Scope.Al (Carl
ZeissMicrolmagingGmbH, Gottingen, Germany) usando o sistema de captura AxioVision
v.4.8.. O programa Adobe Photoshop CS6 foi utilizado para melhorar o brilho e o contraste

das imagens e fazer a sobreposi¢do das mesmas.

Medic¢éo dos cromossomos

A medicdo dos cromossomos foi feita de acordo com Medeiros-Neto (2017) A relacdo de
bracos (r = comprimento do brago longo / comprimento do brago curto) foi usada para
classificar os cromossomos como metacéntrico (M: r = 1,00 a 1,49), submetacéntrico (S: r =
1,50 a 2,99), acrocéntrico (A: r 3.00) e telocéntrico (T: r =), utilizando o programa
Imagetool® software versdo 3.0 (disponivel em http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html)

configurado com escalas disponiveis nas imagens selecionadas.
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5. Resultados e Discussao

O numero cromossémico nas espécies investigadas variou de 2n = 14 a 2n =28. Os
cariotipos de todas as espécies foram simétricos, formados por cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, de tamanhos pequenos a medianos (1,44um a 4,29um). Em relacdo ao
padrdo heterocromatico observado com os fluorocromos CMA e DAPI, todas as espécies
apresentaram bandas cromossémicas CMA positivas (CMA*) enquanto bandas
cromossomicas DAPI positivas (DAPI*) foram ausentes. Os resultados obtidos no presente

trabalho, estdo sumarizados na tabela 2.

Tabela 2: Caracterizacdo dos cari6tipos das espécies analisadas de Sida, Sidastrum e Malvastrum.

Variagdo do
Subtribo Secéo Nome da espécie | 2n Bandas tamarjho- F<-3rmu-la
CMAY cromossomico cariotipica
(um)
Sida acuta 28 4 1,92-3,96 20M+8S
Sida Sida rhombifolia | 14 2 2,16-3,74 4M+10S
Abutilinae Sida rhombifolia | 28 4 1,75-2,38 20M+8S
Spinosae Sida glomerata 14 2 1,44-4,29 12M+2S
Malachroideae Sida castanocarpa | 16 8 1,32-3,24 10M+6S
Sidastrum

paniculatum 16 4 1,93-2,95 14M+2S

Malvastrum
Malvinae coromandelianum | 24 3 2,09-3,32 10M+14S

Foram investigadas duas espécies do género Sida representantes da secao Sida, S.
acuta, S. rhombifolia. Os individuos de S. acuta analisados, apresentaram 2n = 28 (20M+8S;
Fig.1 a). Para essa espécie foram observadas quatro bandas CMA®*, localizadas na regido
terminal de dois pares cromossomicos (Fig.1 b, ¢). Esses dados corroboram os resultados
prévios descritos por Venkatesh (et al., 2015) e Noor (et al., 2003).

Dois individuos da espécie S. rhombifolia foram analisados e divergiram quanto ao
nimero cromossdmico e ao padrdo de bandas heterocromaticas. Um individuo apresentou um
citétipo com 2n = 14 (Fig.1 d), onde um par de cromossomos possuia uma banda CMA*na

regido terminal (Fig.1 e). Por outro lado, 0 segundo individuo analisado apresentou 2n = 28
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(Fig.1 g), dos quais dois pares cromossémicos continham uma banda CMA™na regido terminal
(Figl h). A duplicacdo do nimero cromossdmico e das bandas sugerem que este ultimo
citotipo se originou por poliploidia (Figl. f, i).

Sida rhombifolia tém se mostrado uma das espécies mais variaveis dentro do género
Sida (Ugborogho, 1982). A ocorréncia de variacdo cromossémica intraespecifica, relacionada
com o nivel de ploidia ndo é um evento raro em plantas. Citétipos poliploides, por exemplo,
foram encontrados entre e dentro de diferentes populacdes de Oxalis obtusa no sul da Africa
(Krejcikova et al., 2013). Neste caso a variacdo encontrada foi de 2n = 14 a 2n = 56, ou seja, 0
nivel de ploidia observado foi de dipldide a octaploide. Cordeiro et al (2017), analisando duas
populacBes de Inga laurina observaram que as mesmas divergiam quanto ao nimero
cromossdmico, uma apresentava 2n = 26 e a outra 2n = 52. A poliploidia € um dos principais
fendmenos envolvidos na evolucdo cariotipica e na especiacdo vegetal, e em Varios casos estd
relacionado com a formacéo de gametas néo reduzidos. (Krejcikova et al., 2013).

A Unica representante da se¢do Spinosae analisada, S. glomerata, apresentou 2n = 14
(12M+2S; Fig.1 j) e um par de cromossomos com uma banda CMA™ na regido terminal (Fig.1
k, I). De uma forma geral, em plantas, pelo menos um par de bandas CMA* esta associada aos
sitios de DNAr 35S (ver Marcon et al., 2005). Dessa forma, é possivel sugerir que as bandas
CMA"* relatadas no presente trabalho para os cari6tipos de S. acuta, os individuo dipl6ides e
tetraploides de S. rhombifolia e S. glomerata correspondam aos sitios de DNAr nessas

espécies.
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Figura 1: Cromossomos metafasicos das espécies (a-c) S. acuta, (d-f) S. rhombifolia 2n = 14, (g-i) S.
rhombifolia 2n = 28, (j-1) S. glomerata. Escala: 5pum.

Este é o primeiro trabalho de contagem cromossémica para a espécie S. castanocarpa.
Esta espécie apresentou 2n = 16 (Figura 2 a, d) cromossomos (10M+6S) com seis bandas
CMA* na regido terminal de seis cromossomos e duas bandas CMA* na regido
pericentromérica do maior par cromossdmico metacéntrico (Figura 2 b, c, e, f). S.
castanocarpa esta inserida, na secdo Malachroideae, condizente com o numero basico
proposto de x=8 (Aguilar et al., 2003) O nimero cromossémico e de bandas heterocromaticas
diferiu consideravelmente das demais espécies de Sida analisadas até o momento.
Possivelmente outras sequéncias de DNA repetitivo, além das sequéncia de DNAr devem
estar envolvidas na formagdo da heterocromatina dessa espécie, mas isso precisa ser melhor
investigado.

As figuras 2 ¢ e 2 f, mostram dois niveis de condensacdo em S. castanocarpa. Células
menos condensadas podem levar a uma interpretacdo errbnea do nimero cromossdmico e
também do nimero de bandas heterocrométicas. Neste sentido, pode ser observado na figura 2
€ um suposto nimero maior de bandas heterocrométicas em 2n = 16 cromossomos, porém, na

figura 2 f, com cromossomos mais condensados, aparecem oito bandas CMA*, mas continua
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apresentando 2n = 16 cromossomos, concordando com o numero basico proposto, x=8,
considerado mais ancestral (Aguilar et al., 2003). Uma analise mais detalhada, envolvendo um
maior nimero de espécies, podera ajudar a verificar se a redugdo do nimero cromossémico ao

longo da evolugéo foi acompanhada ou ndo de perda de sequéncias repetitivas.

f —

Figura 2: Cromossomos metafasicos em S. castanocarpa. Em e, percebe-se um padrao heterocromatico diferente
das demais espécies de Sida analisadas. Em f é possivel confirmar os nimeros cromossémicos e de bandas
heterocromaticas da espécie. Escala 5um.

O género Sidastrum foi inicialmente proposto com um género monoespecifico,
constituido por S. quinquenervium. Posteriormente, Fryxell transferiu sete espécies
neotropicais do género Sida para Sidastrum (Wang et al., 2017). Os limites morfoldgicos entre
esses dois géneros ndo sdo claros (Aguilar et al., 2003), o que dificulta as delimitacOes
taxondmicas entre 0s mesmos. No presente trabalho o representante do género analisado, S.
paniculatum apresentou nimero cromossdmico 2n = 16 (14M+2S; Fig.3 a), dos quais dois
pares continham uma banda terminal CMA™ (Fig3 b, c). Possivelmente essas bandas CMA
estdo relacionadas com os sitios de DNAr 35S, contudo, esses dados sé poderdo ser
confirmados apo6s a localizacdo cromossdmica dessa sequéncia através da hibridizacdo in situ
fluorescente. O Unico registro prévio de numero cromossdmico encontrado para o género foi
2n = 32 em Sidastrum micranthum. Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com o
entendimento da natureza polipléide de S. micranthum (Krapovickas, 1969) e confirma o
numero basico proposto para o género x=8 (Aguilar et al., 2003)

Mesmo sendo de subtribos distintas os géneros Malvastrum e Sida ndo possuem uma
delimitacdo morfolégica muito clara e a Unica maneira de separar esses dois grupos é por

meio da morfologia do fruto (Bovini et al., 2001).
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A andlise cariotipica da amostra investigada de M. coromandelianum confirmou o
numero cromossdmico previamente estabelecido para essa espécie (2n = 24) por Skovsted
(1935) (Fig.3 d), diferindo de Sida, que ndo apresentou nenhuma espécie com este nimero,
mesmo tendo uma variancia de 2n = 14 a 2n =32. O tamanho cromossémico em Malvastrum
coromandelianum variou entre 2-3,32,sendo maiores que os de Sida, e apresentou quatro
bandas CMA™* terminais (Fig.3 d- f). O nimero basico considerado para esse género é x=6
(Fryxell & Hill, 1977) e o numero de bandas CMA* fornece suporte a hipotese que M.

coromandelianum seja um tetraploide 2n = 4x.

Figura 3: Cromossomos metafasicos e heterocromatina CMA* em (a-c) Sidastrum paniculatum e em (d-f)
Malvastrum coromandelianum. Escala 5pum.

Todas essas diferengas citogenéticas intra e interespecificas em Sida, sugerem que a
caracterizacdo cromossdmica € de fundamental para auxiliar nas identificacdes taxonémicas,
ja que existem tantas particularidades em cada espécie. Assim, a caracterizacdo do cariotipo
aparece como uma "identidade pessoal” para as espécies analisadas.

Faz-se necessario estudos de citogenética mais amplos e que abranjam mais espécies,
para melhor caracterizar os cariétipos das espécies do grupo e oferecer maiores contribuicdes

na diferenciagéo citotaxondmica das espécies.
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6. Consideracoes finais

Estudos citogenéticos com o género Sida ainda sdo poucos. Este € um dos primeiros
trabalhos de caracterizacgdo cariotipica e da heterocromatina do género e de espécies proximas,
onde foi possivel tanto confirmar prévias contagens, quanto fazer novas contagens para as
espécies estudadas.

Gragas ao estudo da heterocromatina foi identificado um citdtipo poliploide, pois além
do nimero cromossémico, 0 nimero de sitios CMA* foi o dobro do citotipo diploide. Sem o
estudo da heterocromatina, esse citétipo polipléide poderia ser confundido com outra espécie,
do ponto de vista citogenético.

O padrdo de bandas hetrocromaticas se assemelha nas duas subtribos, podendo as
espécies ter de duas a quatro bandas CMA*, entretanto, 0 nimero cromossémico basico difere,
mesmo entre 0s géneros da mesma subtribo (Sida e Sidastrum), correspondendo a x=7, nas
espécies de Sida e a x=8 nos géneros Sidastrum e Malvastrum; Isto sugere que ao longo do
processo evolutivo, esta havendo uma diminui¢cdo no ndmero cromossémico das espécies,

salvo o0s casos de poliploidia.
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