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RESUMO

A familia Araceae compreende cerca de 3300 espécies distribuidas em 105 géneros. Apresenta
distribuicdo cosmopolita com uma maior representatividade nas regides tropicais. O presente
trabalho analisou o caridtipo de 13 espécies da familia Araceae, utilizando técnicas de analise
convencional e bandeamento com CMA/DAPI. As espécies apresentaram cariotipo variavel com
Cromossomos acrocéntricos, submetacéntricos e metacéntricos em todos os taxons analisados com
nimeros cromossémicos variando de 2n = 26 nos géneros Dracontium e Dracontioides, a 2n = 60
em Monstera adansonii. A analise do padrdo de bandas de CMA/DAPI foi bastante variavel e
informativa na diferenciagdo dos caridtipos da familia Araceae. O género Anthurium exibiu
bandas pericentroméricas CMA*/DAPI" na maioria das espécies, além de regides fortemente
coradas com DAPI localizadas principalmente nas regides distais de quase todos 0S cromossomos
de Anthurium scandens. O género Philodendron apresentou bandas CMA'/DAPI” em todas as
espécies analisadas, com destaque para P. ornatum que apresentou bandas CMA'/DAPI
heterozigotas na regido pericentromeérica de um cromossomo. Blocos CMA foram observados nas
espécies Dracontioides desciscens, Taccarum ulei e Monstera adansoni, sendo, neste ultimo,
correspondente as RONSs. A elevada variabilidade no padrdo de bandas heterocromaéticas corrobora
a importancia das disploidias e posteriores rearranjos cromossémicos na evolugdo cromossomica

da familia Araceae, especialmente evidenciada nos género Anthurium e Philodendron.

Palavras-Chave: Citogenética. Diversidade cariotipica. Disploidia. CMA/DAPI.



ABSTRACT

The Araceae family comprises about 3300 species distributed in 105 genera. It has a cosmopolitan
distribution with greater representation in tropical regions. The present work analyzed the
karyotype of 13 species of the Araceae family, using conventional techniques of analysis and
banding with CMA/DAPI. The species showed a variable karyotype with acrocentric,
submacentric and metacentric chromosomes in all taxa analyzed with chromosomal numbers
ranging from 2n = 26 in the genera Dracontium and Dracontioides, to 2n = 60 in Monstera
adansonii. The analysis of the CMA / DAPI band pattern was quite variable and informative in
differentiating the karyotypes of the Araceae family. The Anthurium genus exhibited
CMA'/DAPI pericentromeric bands in most species, in addition to regions strongly stained with
DAPI located mainly in the distal regions of almost all Anthurium scandens chromosomes. The
Philodendron genus presented CMA'/DAPI™ bands in all analyzed species, with emphasis on
Philodendron ornatum, which presented CMA*/DAPI heterozygous bands in the pericentromeric
region of a chromosome. CMA blocks were observed in the species Dracontioides desciscens,
Taccarum ulei and Monstera adansoni, the latter corresponding to RONs. The high variability
without heterochromatic bands pattern corroborates the importance of dysploidies and subsequent
chromosomal rearrangements in the chromosomal evolution of the Araceae family, especially

evidenced in the genus Anthurium and Philodendron.

Keywords: Cytogenetics. Karyotype diversity. Dysploidy. CMA / DAPI.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos gerais sobre a familia Araceae

Araceae pertence a ordem Alismatales (Chase et al., 2000; Tamura et al., 2004; APG IlI,
2009), sendo uma das monocotileddneas mais representativas com cerca de 105 géneros e mais
de 3.300 espécies. A maioria das espécies pertencentes a essa familia estdo distribuidas nos
géneros Anthurium Schott, Philodendron Schott; Arisaema Mart. e Amorphophallus Blume ex
Decne, representam a maior parte da familia (Cronquist, 1981).

Em geral, Araceae apresenta uma ampla diversidade ecolégica e estrutural, e ocupa uma
grande variedade de habitats exibindo uma notavel diversidade de formas de vida, incluindo
geofitas, epifitas, hemi epifitas, rupicolas e aquaticas (Mayo et al., 1997; Bown, 2000; Keating,
2002). Possui elevada heterogeneidade fenotipica, além de heteroblastia, ou seja, plantas jovens
podem originar folhas com formas diferentes das encontradas na fase adulta (Croat, 1988).

Geralmente os representantes da familia Araceae apresentam raizes adventicias nas
ascendentes e epifitas, sendo comumente encontradas raizes dimorficas em lianas hemi epifitas,
a exemplo de Philodendron bipinnatifidum, conhecido como imbé (Vianna et al., 2001; Corréa
et al., 2005). Sao plantas de caule herbaceo, as vezes lenhoso, curto nas espécies terrestres e
pantanosas, longo e escandente (com brotos para o alto) nas epifitas. As folhas sdo grandes,
membranaceas a coriaceas, inteiras ou partidas, com disposicdo alternada, nervacao reticulada,
paralela ou colocasioide. Em grande parte das espécies terrestres ou pantanosas, 0s caules séo
tuberosos, grandes e ricos em amido. As inflorescéncias tipicamente consistem de um eixo
carnoso, o espadice, tendo flores sésseis, unissexuais ou hermafroditas, muito pequenas e pouco
vistosas, normalmente dispostas em espirais e subtendido por uma bractea, a espata,
frequentemente de cores vivas, podendo ser plana ou fechada dividida em tubo e lamina ao redor
da base da espadice. Uma grande variacdo de odores pode ser encontrada na inflorescéncia de
diferentes géneros da familia. O fruto é do tipo baga. (Mayo et al., 1997; Brown, 2000; Judd et
al., 2002; Corréa et al., 2005).

Do ponto de vista econémico, varias espécies pertencentes a familia Araceae destacam-se
como plantas ornamentais, a exemplo Monstera deliciosa, Alocasia macrorrhizos, Epipremnum
pinnatum, Philodendrum spp, Syngonium spp. vérias espécies de Anthurium e Zantedeschia
aethiopica. Algumas sdo cultivadas para fins alimenticios e medicinais; como por exemplo,

Colocasia esculenta e Xanthosoma sagittifolium, muito comuns na culinaria asiatica (Mayo et
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al., 1997), Homalomena aromatica e Philodendron imbe, largamente utilizadas na medicina
tradicional (Sung et al., 1992; Feitosa et al., 2007) como também na producdo de mdveis, cestas
e cordas, a exemplo de Heteropsis rigidifolia Engl., Monstera deliciosa, Philodendron selloum
(Corréa et al., 2005) e Philodendron corcovadense (Valente, 2009).

1.2 Distribuicao da familia Araceae

As Araceas ocorrem espontaneamente na maior parte dos continentes, exceto na
Antértica. Todavia, a maioria apresenta ocorréncia tropical, apesar de ocupar uma ampla gama
de ambientes, incidindo desde semidesertos a florestas pluviais ou regides montanhosas. Sua
distribuicdo é cosmopolita (Mayo et al., 1997; Coelho, 2004) estando difundidas nas Américas
Tropical e do Norte, na Africa Tropical Continental e Sul, Eurdsia Temperada, Arquipélago
Malaio, Madagascar e Seychelles (Mayo et al., 1997; Corréa et al., 2005; Giulietti et al., 2009).

Nos Neotrdpicos, as espécies herbaceas que apresentam uma maior representatividade
pertencem a dois géneros: Anthurium, com cerca de 1.000 espécies, e Philodendron,
apresentando aproximadamente 450 espécies (Diaz, 2007). Na América do sul, a familia Araceae
apresenta 38 géneros e cerca de 2.300 espécies (Souza & Lorezzi, 2007), 32 géneros e
aproximadamente 320 espécies, apresentando uma distribuicdo mais ampla para 0s géneros
Philodendron e Anthurium, além de outros a exemplo de Bognera, Dracontioides, Gearum e
Zomicarpa que sdo endémicos (Schneider & Coelho, 2006; Coelho, 2007; Mantovani, 2010).

1.3 Taxonomia de Araceae

As categorias taxondmicas propostas para Araceae inicialmente eram resumidas em duas
percepcOes: a Schottiana e a Engleriana. Schott (1860) criou a primeira e maior classificagcdo
natural para a familia, com cerca de 900 espécies, utilizando como critérios de classificacdo
caracteres morfologicos florais, Engler (1878), elevou o numero de especies descritas para 1.800,
utilizando morfologia vegetativa para definicdo de oito subfamilias, (Pothoideae, Monsteroideae,
Lasioideae, Calloideae, Philodendroideae, Colocasioideae, Aroideae e Pistioideae), contendo 32
tribos e 111 géneros. Embora as concepcdes apresentassem grande contribuicao, a classificacdo
de Schott (1860) foi a mais aceita por utilizar caracteres morfoldgicos mais equivalentes aos das

espécies atuais.
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Grayum (1990), fundamentado em uma analise filogenética com base em caracteres
morfologicos reconheceu cinco Subfamilias: Pothoideae, Calloideae, Colocasioideae, Lasioideae
e Aroideae, e um total de 40 tribos. A classificacao foi retomada por Bogner & Nicolson (1991),
que dividiram a familia em nove Subfamilias (Gymnostachydoideae, Pothoideae, Monsteroideae,
Calloideae, Lasioideae, Philodendroideae, Colocasioideae, Aroideae e Pistioideae), 31 tribos e
105 géneros. O género Acorus, nesta ocasido, foi excluido de Araceae, sendo posteriormente
incluido em uma nova familia, as Acoraceae.

Mayo et al. (1997), publicou a classificacdo mais aceita pela comunidade cientifica, com
dados baseados em caracteres morfoldgicos, anatdmicos e citoldgicos e uma analise cladistica de
todos os g@éneros, originando um sistema de classificagio com sete Subfamilias
(Gymnostachydoideae, Pothoideae, Monsteroideae, Calloideae, Lasioideae, Aroideae e
Orontioideae), 32 tribos e 105 géneros. Posteriormente, Cabrera et al. (2008), através de analise
de analise filogenética de DNA, sugeriu a inclusdo da subfamilia Zamioculcadoideae,
reconhecendo entdo oito subfamilias em Araceae (Gymnostachydoideae, Orontioideae,
Lemnoideae, Pothoideae, Monsteroideae, Lasioideae, Zamioculcadoideae, e Aroideae).
Finalmente o sistema APG Il (2009), reconheceu para a familia Araceae as Subfamilias:
Gymnostachydoideae, Orontioideae, Lemnoideae, Monsteroideae, Pothoideae, Lasioideae,
Zamioculcadoideae e Aroideae.

Nas ultimas décadas, trabalhos importantes de revisdo taxonémica de géneros, secdes ou
subsecdes foram publicados. Destacam-se revisdes sobre Anthurium de Croat et al. (2005),
reordenando a classificacdo desse género e descrevendo espécies novas; Sakuragui et al. (2006),
que revisou o género Philodendron Secbes Calostigma e Macrobelium no Brasil; Temponi
(2007), que revisou taxonomicamente o género Anthurium Sec¢do Urospadix; Coelho (2000), que
realizou estudos taxondmicos das espécies do género Philodendron e Coelho et al. (2009), que
revisaram taxonomicamente as espécies de Anthurium, Secdo Urospadix, Subsecdo
Flavescentiviridia. Além de Coelho e Catarino (2005; 2008), que contribuiram com a descoberta
de diversas espécies brasileiras; e Temponi & Coelho (2011), que descreveram duas novas

espécies de Anthurium, A. cipoense e A. polynervium, ambas com distribuicéo restrita.

1.4 Citogenética da familia Araceae

Os estudos citogenéticos tém papel relevante para estudos de evolucéo e taxonomia, visto

que auxilia na identificacdo e classificacdo taxonémica, melhorando a compreensdo sobre a
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evolucédo nos grupos (Stace, 2000). A caracterizagdo cromossomica, bem como dos eventos que
acarretam alteracfes nos caridtipos das espécies, sdo uma ferramenta 0til na sistemética e
evolucdo de plantas, podendo complementar informagfes obtidas por métodos moleculares e
morfologicos (Guerra, 2008). As andlises citogenéticas auxiliam no esclarecimento de relagdes
evolutivas e taxondmicas em diversos grupos de plantas, como por exemplo, em Cyperaceae
(Vanzela, 2003) e Orchidaceae (Felix & Guerra, 2000; 2005). Araceae apresenta contagens
cromossémicas para 826 espécies, representando aproximadamente 25% dos géneros da familia
(Bogner & Petersen, 2007; Cusimano et al., 2011). Os estudos das contagens cromossémicas da
familia propdem que os ndmeros variam de 2n = 10 a 2n = 168 (Corréa et al., 2010).

Os Numeros cromossémicos basicos foram sugeridos para Araceae, X =7 com numeros
derivados deste por eventos de poliploidizacdo e disploidia ascendente e x =14 ja que 2n =28 €
notadamente comum na familia (Cusimano et al., 2011). Destas duas hipéteses, a segunda
avancou reforcada por analises morfoldgicas com o beneficio de estrutura filogenética proposta
por Bogner & Petersen (2007). Uma das mais recentes inferéncias a respeito do nimero bésico
da familia é apresentada por Cusimano et al. (2011), onde os numeros basicos anteriormente
inferidos, x = 7 e x = 14, sdo rejeitados e propostos um nimero cromossdmico ancestral hapldide
de n = 16, de acordo com a teoria da maxima verossimilhanca ou n = 18, por inferéncia
Bayesiana.

O género Anthurium é um dos mais amplamente estudados com relacdo as contagens
cromossémicas. Bogner & Petersen (2007) propdem os numeros basicos x = 10, 12, 14 e 15 para
0 género em consequéncia das espécies diploides, tetraploides e hexaploides encontradas. A
maioria das espécies do género Anthurium possui nimero somatico dipléide de 30 cromossomos
(Mayo et al., 1997), porém Cotias-de-Oliveira et al. (1999) relatam algumas espécies poliploides
com 2n =60, como no caso de A. pentaphyllum var. pentaphyllum e também hexaploides com 2n
=90, a exemplo de A. bellum.

Em Philodendron, a maioria das espécies possuem 2n = 34, P. blanchetianum e P.
pachyphyllum poucas espécies apresentam 2n = 32, a exemplo de P. pedatum (Cotias-de-
Oliveira et al., 1999), ainda assim, 0 numero mais divergente € 2n = 54 em P. wendlandii
(Subramunian & Munian, 1988). Existem ainda contagens diferentes para a mesma espécie, tais
como P. Selloum, 2n = 32, 34, 36, 48, P. gloriosum, 2n = 34, 33, 32, 30, P. cuspidatum, 2n = 36,
30, P. scandens, 2n = 32 e 30 (Petersen, 1989) e P. Imbé, 2n = 32 e 34 (Cotias-de-Oliveira et al.,
1999).
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1.5 Bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI

Modelos cromossdémicos revelados por coloracdo convencional tém sido por vezes,
insuficientes para um estudo mais detalhado dos cromossomos, em especial quando os cariétipos
apresentam-se bastante semelhantes. Com o advento de técnicas de coloragdo diferencial, que
permite um estudo mais refinado dos conjuntos cromossdémicos, é possivel uma diferenciagdo
mais precisa entre os cariotipos (Sumner, 2003).

Dentre as técnicas mais utilizadas, pode-se ressaltar o Bandeamento C e a coloragdo com
fluorocromos base-especificos CMA e DAPI. A técnica de bandeamento C consiste na remog&o
parcial de DNA e proteinas cromossdmicas, principalmente nas regiGes eucromaticas. Pelo fato
das regides heterocromaticas serem de mais dificil remocdo, € gerado nos cromossomos um
padrdo de blocos constituidos por segmentos heterocromaticos (Sumner, 2003). A cromomicina
A3 (CMA), que cora preferencialmente regides repetitivas de DNA ricas em GC, e o 4’,6-
dianimidino-2-fenilindol (DAPI), que cora preferencialmente regides ricas em AT, sdo 0s
fluorocromos mais utilizados em vegetais (Schweizer, 1976). Utilizando estes dois fluorocromos,
blocos de heterocromatina podem ser caracterizados como CMA*/DAPI" (rica em GC), CMA”
IDAPI* (rica em AT) ou neutro (CMA%DAPI®) para um ou ambos os fluorocromos (Guerra,
2000b).

Ao comparar o bandeamento C com o bandeamento com fluorocromos, pode-se observar
que este ultimo apresenta vantagens, dentre essas se destacam a possibilidade de conservar a
morfologia e estrutura cromossdmica, o fato de ser altamente reprodutivel e o uso relativamente
mais rapido, como também o fato de permitir uma analise da fracdo heterocroméatica mais
detalhada em virtude da coloracéo diferencial de cada fluorocromo (Guerra, 1993).

O emprego de coloracdo com fluorocromos para caracterizagdo citogenética da
heterocromatina constitutiva, pode auxiliar na caracterizacdo de espécies e variedades, como
observado por Guerra (1993), que destaca o heteromorfismo no padrdo de bandas obtidas para
especies de Citrus L., e também pode auxiliar na inferéncia com relacdo a estabilidade
cariotipica, como no caso de acessos do género Manihot, onde todas as espécies analisadas
apresentaram em seus cariotipos apenas dois pares de cromossomos com blocos CMA®,
colocalizados com os sitios de DNAr 45S (Carvalho & Guerra, 2002). Espécies pertencentes ao
género Lilium (L. pyrenaicum Gouan, L. pomponium L. e L. carniolicum Bernh.), ambas
com 2n = 24, foram analisadas utilizando, dentre outras técnicas, a coloragdo com fluorocromos

CMAJ/DAPI, onde o nimero e a posicdo das bandas de CMA™ e o niimero e localizagéo de sitios
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de DNAr, permitiram que as espécies fossem diferenciadas a nivel cromossémico (Siljak-
Yakovlev et al., 2003). Mondin et al. (2007) caracterizou o cariétipo de Crotalaria juncea
(Fabaceae), pelo padrdo de bandas CMA™ e a posicdo dos sitios de DNAr. Com base nessa
analise foi possivel fundamentar estudos de evolucdo do genoma nesse género. No género
Christensonella (Orchidaceae), os padrdes de bandas e a contagem cromossomica foram
utilizados para rever a delimitacdo e propor uma classificacdo mais estavel para o género
(Koehler et al., 2008). Os dados obtidos sugeriram a ocorréncia de fusdo e/ou fissdo céntrica, e
que as espécies com numero cromossdmico igual a 2n = 36 evoluiram por disploidia descendente
a partir de um ancestral com 2n = 38. Na tribo Vernonieae (Asteraceae), Salles-de-Melo et al.
(2010), através da utilizacdo de técnicas de bandeamento, associada a impregna¢do com prata e
hibridacdo in situ, sugeriram uma explicacdo mais parcimoniosa sobre a taxonomia e evolugédo
da tribo. O resultado do bandeamento com fluorocromos e FISH, relatados pela primeira vez no
género Bellevalia (Hyacinthaceae), permitiu a diferenciacdo interespecifica entre os tdxons de
acordo com o niimero e posicdo das bandas CMA" e dos locus de DNAr (Bareka et al., 2012).
Em Araceae, Sultana et al. (2011) analisaram padrdes de bandas heterocromaticas em
duas espécies do género Alocasia Schott, encontrando quinze grandes bandas CMA™ em A. falax
(2n = 28), enquanto que em A. odora (2n = 56) registraram-se vinte blocos menores, sugerindo
uma rapida modificacdo da heterocromatina ap6s a poliploidizacdo de Alocasia odora. Contudo,
dados relativos a andlise da heterocromatina nos demais géneros da familia Araceae ndo sao
conhecidos, 0 que representa uma lacuna nos dados cromossdmicos referentes a familia,

dificultando o entendimento da evolucao cariotipica e das relacGes taxondmicas no grupo.
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2 MANUSCRITO

Variagdo cromossdmica e evolucdo da heterocromatina em espécies brasileiras de Araceae.

Sarah do Nascimento, Ana Emilia Barros e Silva, Leonardo Pessoa Felix

RESUMO

A familia Araceae possui uma ampla variabilidade em numeros cromossémicos, mas €
notavelmente pouco conhecida em termos de bandeamento com os fluorocromos Cromomicina
(CMA) e Diamidino 2-fenil-indol. (DAPI). No presente trabalho foram analisados os cari6tipos
de 13 especies brasileiras desta familia, utilizando técnicas de coloragdo convencional com
Giemsa e bandeamento com CMAJ/DAPI. As espécies apresentaram cariétipos formados por
cromossomos meta, submeta e acrocéntricos e nimeros cromossémicos variando de 2n = 26 nos
géneros Dracontium e Dracontioides, a 2n = 60 em Monstera adansonii. A andlise do padréo de
bandas de CMA/DAPI revelou diferencas importantes entre géneros, entre diferentes espécies de
um mesmo género e entre populacbes de uma mesma espécie, sugerindo que a distribuicdo da
heterocromatina é importante no isolamento reprodutivo das espécies, principalmente nos
géneros Anthurium e Philodendron. Em P. acutatum, observou-se trés diferentes nimeros
cromossémicos, com padrdo de bandas CMA/DAPI fortemente divergente, especialmente na
populacdo com 2n = 30, em relacio aos citotipos com 2n = 32 e 34. E discutida a importancia da
variacdo numeérica e dos rearranjos cromossdmicos para a especiacdo e para a indicacdo do

ndmero basico da familia Araceae.

Palavras-Chave: Citogenética. Especiacdo. Diversidade Cariotipica. Disploidia. CMA/DAPI.
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Chromosomal variation and heterochromatin evolution in Brazilian species of Araceae.

Sarah do Nascimento, Ana Emilia Barros e Silva, Leonardo Pessoa Felix

ABSTRACT

The family Araceae has a high variability in chromosome numbers, however, remarkably little is
known in terms of Chromomycin A; (CMA) and 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
fluorochrome banding. In the present work, we analyzed the karyotypes of 13 Brazilian species
of this family, using conventional staining techniques with Giemsa and CMA/DAPI banding.
The species presented karyotypes composed of meta, submeta and acrocentric chromosomes and
chromosome numbers varied from 2n = 26 in the genera Dracontium and Dracontioides to 2n =
60 in Monstera adansonii. The analysis of CMA/DAPI banding pattern revealed important
differences between genera, between different species of the same genus, and among populations
of the same species, suggesting that the distribution of heterochromatin is important in
reproductive isolation of species, especially in the genera Anthurium and Philodendron. In P.
acutatum, were observed three different chromosome numbers, with CMA/DAPI banding
pattern highly divergent, especially in the population with 2n = 30, in relation to cytotypes with
2n = 32 and 34. We discussed the importance of chromosome number variation and
chromosomal rearrangements in speciation and the indication of the basic number for the family

Araceae.

Keywords: Cytogenetics. Speciation. Karyotype diversity. Disploidy. CMA/DAPI.
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2.1 Introducao

A familia Araceae esta dividida em oito subfamilias (Cabrera et al., 2008) e possui cerca
de 3.300 espécies distribuidas em 105 géneros, das quais 2.300 espécies e 38 géneros sao
distribuidos na América do Sul (Souza & Lorezzi, 2007), sendo 36 géneros e aproximadamente
473 espécies referidas para o Brasil (Coelho et al., 2012). Nas regides neotropicais, as espécies
que apresentam uma maior representatividade sdo dos géneros Anthurium Schott, com cerca de
1.000 especies, e Philodendron Schott apresentando aproximadamente 450 espécies (Diaz,
2007). Muitas espécies de Araceae sdo cultivadas como ornamentais, enquanto outras sdo
utilizadas com fins alimenticios, como por exemplo, Colocasia esculenta (L.) Schott, conhecida
como Taro ou inhame, e Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, a taioba (Sung et al., 1992;
Feitosa et al., 2007). Sdo plantas epifitas, aquaticas ou terrestres, com raizes adventicias ou
dimorficas (Vianna et al., 2001; Corréa et al., 2005), caule herbaceo ou raramente lenhoso, aéreo
ou subterraneo, com folhas grandes, membranéceas, inteiras ou partidas, alternas, nervacao
reticulada ou paralela. As inflorescéncias sdo tipicamente formadas por um espadice, com flores
muito pequenas dispostas em espiral, subtendidas por uma bréactea geralmente vistosa, a espata,
variavelmente disposta na base do espadice (Mayo et al., 1997; Judd et al., 2002; Corréa et al.,
2005). Alguns taxons apresentam heteroblastia, que é caracterizada pelo dimorfismo entre as
formas juvenis e adultas da planta, observada, por exemplo, nos géneros Monstera Adans e
Philodendron Schott. (Mayo et al., 1997).

A familia é relativamente bem estudada em termos citoldgicos, sendo conhecidos
registros numeéricos para 826 espécies, 0 que corresponde a aproximadamente 25% do total de
espécies da familia (Bogner & Petersen, 2007). Possui uma grande variagdo cromossémica
numérica (Mayo et al., 1997), especialmente em alguns géneros como Cryptocoryne Fisch. ex
Wydler (2n = 20 a 2n = 132) e Arisaema Mart. (2n = 20 a 2n = 168). Essa variabilidade numérica
tem-se mostrado bastante util para a analise citotaxondmica, bem como para a compreenséo da
evolucéo carioldgica da familia como um todo (Okada, 2001; Cusimano et al., 2011).

Diversos numeros basicos tém sido propostos para a familia Araceae. Larsen (1969) e
Marchant (1973) propuseram x = 7, como nimero basico para a familia, sendo os nimeros mais
elevados resultantes de antigos eventos de poliploidizacdo ou de séries disploides ascendentes.
Por outro lado, Petersen (1973) propde x = 14, pelo fato de 2n = 28 ser um numero
especialmente comum nas ardceas. Mais recentemente, Cusimano et al. (2011), com base em

anélises de maxima verossimilhancga e bayesiana, sugerem como nimeros basicos x = 16 ou x =
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18, respectivamente. Nesses casos, fusdo cromossémica seria 0 evento dominante e responsavel
pela reducdo numeérica, enquanto eventos de poliploidizacdo ocorreram com menor frequéncia.
Entre os géneros neotropicais, Anthurium e Philodendron sdo os mais amplamente estudados,
apresentando a maioria das espécies de Anthurium 2n = 30 (Mayo et al., 1997), enquanto que
para Philodendron, a maioria das espécies possui nUmero somético dipléide de 34 cromossomos
(Cotias-de-Oliveira et al., 1999).

Vérios géneros neotropicais, como por exemplo, Monstera Adanson, Xanthosoma Schott
e Dracontioides Engler sdo cariologicamente pouco estudados. Além disso, a grande maioria dos
estudos cromossdmicos para a familia envolve apenas coloracdo convencional, sendo raros 0s
trabalhos abordando técnicas com coloracdo diferencial e FISH. As abordagens envolvendo
essas técnicas tém permitido maior detalhamento do cariétipo, ampliando especialmente seu
emprego na diferenciacdo citotaxonémica e no entendimento da evolu¢do cromossémica em
diversos grupos de plantas, especialmente em grupos sem variagdo numeérica e cariotipos
morfologicamente estaveis (Carvalho et al., 2005; Barros e Silva et al., 2010). Uma analise
cariotipica mais detalhada, abordando aspectos do padrdo de distribuicdo da heterocromatina
permitira uma melhor caracterizacdo das espécies e uma melhor compreensdo das relacdes
taxondmicas evolutivas dentro da familia. Neste trabalho caracterizou-se citologicamente
espécies de Araceae nativas do Brasil, através do emprego de técnicas de colora¢do convencional
e bandeamento com os fluorocromos Cromomicina A; (CMA) e 4’-6, diamidino-2-fenilindol
(DAPI).

2.2 Material e Métodos

Coleta e documentacéo botanica

Foram analisadas 13 espécies de sete géneros da familia Araceae, provenientes de coletas
realizadas no campo em diferentes regides do Brasil, e mantidas em cultivo no jardim
experimental do Laboratério de Citogenética Vegetal do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
do Centro de Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Todo o material
estudado foi herborizado, e as exsicatas se encontram depositadas no acervo do Herbario Prof.
Jayme Coelho de Morais do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPB. Para a identificacdo dos

materiais, foi utilizada literatura pertinente e consulta a especialistas, além de compara¢des com
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materiais previamente identificados. As espécies estudadas, seus respectivos locais de coleta,

coletor, nimero cromossémico e caracteristicas heterocromaticas estdo sumarizadas na Tabela 1.

Analises citoldgicas

Preparagédo cromossomica

Para as analises citologicas, pontas de raizes obtidas a partir de plantas adultas cultivadas
em jarros foram pré-tratadas com colchicina 0,2% por 24 h a 10°C, fixadas em 3:1 etanol-acido
acético (v/v) por 2 h a temperatura ambiente, posteriormente estocadas em freezer a —20°C. Para
preparacdo das laminas, o material foi lavado em &gua destilada e digerido com uma solugéo
enzimatica contendo 2% celulase (Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v) por 1 h a 37°C. Em
seguida, as laminas foram preparadas pelo método de esmagamento, em uma gota de &cido
acetico 45%, e as laminulas retiradas em nitrogénio liquido. Em seguida, as ld&minas foram secas

ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente (Guerra & Souza, 2002).

Coloracgéo convencional

A analise do nimero e morfologia cromossémica foi realizada através da técnica de
coloracdo com Giemsa descrita por Guerra & Souza (2002). Pontas de raizes, previamente
fixadas, foram lavadas duas vezes em &gua destilada por cinco minutos, hidrolisadas com HCI
5N por 20 minutos e em seguida transferidas para agua destilada. Apos esse tratamento, as
laminas foram preparadas por esmagamento em uma gota de acido acético 45% e congeladas em
nitrogénio liquido para remocdo da laminula, secas ao ar, coradas com Giemsa 2% e montadas

em Entellan. As melhores células foram fotografadas em fotomicroscépio DMLB da Leica.

Coloracao com CMA e DAPI

Foi seguido o protocolo para coloracdo com fluorocromos descrito por Carvalho et al.
(2005). As laminas foram coradas com 10uL de CMA (0,5 mg/ml), cobertas com uma laminula e
estocadas em cdmara escura por uma hora. Posteriormente, a laminula foi retirada com um jato
de &gua destilada, e em seguida secas a temperatura ambiente. Subsequentemente foi adicionado

10uL de DAPI (2 pg/ml), cobertas com uma laminula, € o conjunto armazenado em camara
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escura por meia hora. O excesso de corante e as laminulas foram retiradas com um jato de agua
destilada, e as laminas montadas em meio tampéo glicerol/Mcllvaine. Em seguida, foram
envelhecidas por trés dias em camara escura para a estabilizacdo do fluorocromo. As melhores
metafases foram fotografadas em fotomicroscopio de epifluorescéncia AxioCam MRm Zeiss
equipado com camera de video, utilizando um programa para captura de imagens. As imagens

foram processadas utilizando-se o Phtoshop CS3.

2.3 Resultados

A relacdo das espécies estudadas, coletores, locais de coleta, nimeros cromossémicos e
caracteristicas da heterocromatina estdo sumarizados na Tabela 1. As Figuras 1 a 5 mostram
metafases de algumas espécies coradas convencionalmente com Giemsa, engquanto as Figuras 6 a
22 exibem as metéfases coradas com os fluorocromos Cromomicina Az (CMA, em amarelo) e
Diamidino-2-fenil-indol (DAPI, em azul). As espécies apresentaram cariétipo variavel com
Cromossomos acrocéntricos, submetacéntricos e metacéntricos em todos os tdxons analisados. Os
nucleos interfasicos foram sempre semireticulados (Fig. 16) e o padréo de condensacdo profasico
predominantemente do tipo proximal (Fig. 17). Os nimeros cromossémicos variaram de 2n = 26
nos géneros Dracontium e Dracontioides, a 2n = 60 em Monstera adansonii.

Para o género Anthurium foram registrados 2n = 30 em A. petrophilum (Figs 1, 7), 2n =
40 em A. gracile (Fig. 2), 2n = 46 em A. scandens (Fig. 8) e 2n = 60 em uma espécie nao
identificada de Anthurium do estado de Sergipe (Fig. 3). Em uma populacdo de A. petrophilum
de S&o Jodo do Tigre, estado da Paraiba, observou-se em todas as células a ocorréncia de um
cromossomo supranumerario mais brilhante com o CMA do que com o DAPI (Figs 9-11).
Distensdo da RON foi observada na profase e prometafase de A. petrophilum (Figs. 1, 9-11) e A.
gracile (Fig. 2). As Unicas espécies analisadas dos géneros Dracontium, D. ulei (Fig. 4) e
Dracontioides, D. desciscens, revelaram cariétipos com 2n = 26, com RON proximal distendida
em D. desciscens (Figs. 5, 13). Para os demais géneros foram observados 2n = ca. 30 em uma
populagéo de Philodendron acutatum (Fig. 17), 2n = 32 em Caladium bicolor (Fig. 12), em duas
populagdes de P. acutatum (Fig. 15), P. ornatum (Figs. 18-20) e Philodendron sp. (Fig. 21), 2n =
34 em duas outras populacdes de P. acutatum (Figs. 15-16) e Taccarum ulei (Fig. 22) e 2n = 60
em Monstera adansonii (Fig. 14).

Quanto ao bandeamento CMA/DAPI, observou-se em A. petrophylum 10 a 12 bandas
pericentroméricas CMA'/DAPI nas duas populacdes de Esperanca, e em uma populagio de S&o
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Jodo do Tigre, Paraiba (Figs. 7, 9-11). Anthurium scandens apresentou duas bandas
subteloméricas no braco longo de um par cromossomico, além de regibes coradas mais
intensamente com DAPI do que com CMA, localizadas principalmente nas regides distais de
quase todos os cromossomos de algumas células (Fig. 8). Oito bandas CMA*/DAPI" foram
visualizadas nos bragos curtos de quatro pares cromossomicos de A. pentaphyllum, sendo duas
delas mais fortemente coradas (Fig 6). Dracontioides desciscens exibiu trés bandas CMA*/DAPI
, duas delas na regido subterminal de um par metacéntrico grande, além de uma banda
heterozigota proximal em um cromossomo metacéntrico pequeno (Fig. 13). Em Taccarum ulei
foram observadas quatro bandas CMA*/DAPI™ nos terminais dos bragos curtos de dois pares
cromossomicos acrocéntricos (Fig. 22). Monstera adansoni exibiu duas bandas proximais
CMA'/DAPI correspondente as RONSs e duas pequenas bandas terminais nos bragos curtos de
um par cromossémico (Fig. 14).

Para o género Philodendron, P. acutatum se destacou por apresentar distintos nimeros
cromossomicos e diferentes padrdoes de bandas CMA/DAPI entre algumas populagdes. Esta
espécie foi caracterizada pela ocorréncia de regides DAPI™ nos terminais de quase todos os
cromossomos do complemento, exceto em uma Unica populacdo de Taquaritinga do Norte,
Pernambuco, com 2n = ca. 30, que se diferenciou das demais por ndo apresentar regides mais
fortemente coradas com DAPI, e possuir além das duas bandas CMA correspondentes as RONS,
duas pequenas bandas puntiformes que foram visualizadas apenas em algumas células (Fig. 17).
Outra populacdo de Taquaritinga do Norte, coletada em inselbergue, apresentou 2n = 34, com
duas bandas CMA" intersticiais no braco curto de um par cromossémico submetacéntrico e duas
bandas terminais no braco longo de um par metacéntrico (Fig. 15). Por outro lado, a populagédo
de Brejo da Madre de Deus, com 2n = 32, exibiu além das duas bandas CMA'/DAPI”
intersticiais correspondentes as RONs, varias pequenas bandas CMA'/DAPI” terminais ou
subterminais nos bragos curtos de trés cromossomos, além de uma banda CMA*/DAPI™ proximal
heterozigota (Fig. 16). Philodendron ornatum (Figs. 18-20) apresentou bandas CMA*/DAPI”
heterozigotas na regido pericentromérica de um cromossomo e pequenas bandas terminais dos
bragos curtos de cinco cromossomos diferentes. Por outro lado, Philodendron sp. apresentou oito
pequenas bandas terminais e uma pequena banda pericentromérica CMA*/DAPI™ (Fig. 21). Para
0 género Taccarum, foi observado em T. ulei apenas quatro bandas terminais CMA*/DAPI™ nos
bragos curtos de dois pares submetacéntricos (Fig. 22).
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2.4 Discussao

Das 13 espeécies analisadas, foram confirmadas as contagens prévias de 2n = 32 para
Caladium bicolor, 2n = 26 para Dracontioides desciscens, 2n = 60 para Monstera adansonii e
2n = 34 para Philodendron acutatum. Para as demais espécies as contagens sdo inéditas. A
varia¢do de nimeros cromossémicos previamente registrada na literatura para a familia Araceae
é bastante ampla, com nameros variando deste 2n = 14 em Ulearum sagittatum (Petersen, 1989),
até 2n = ca. 408 em Carlephyton diegoensis Bogner (Fedorov, 1969). No presente trabalho, em
uma amostra de 13 espécies brasileiras de Araceae, 0s nimeros cromossémicos variaram de 2n =
26 a 2n = 60, portanto, muito menor do que a variagédo reportada pela literatura. Entretanto, no
género Philodendron, a variabilidade numérica foi ampla, particularmente em P. acutatum que
apresentou trés diferentes niUmeros cromossémicos em cinco diferentes populaces, mesmo entre
trés populagdes de um mesmo municipio (Taquaritinga do Norte, PE). E frequente a ocorréncia
de citotipos polipldides em populacdes de uma mesma espécie ocupando diferentes habitats,
como em Orchidaceae (Felix & Guerra, 2000, 2010) e em Anthrurium petrophilum (Cotias de
Oliveira, 1999). Entretanto, ndo sdo conhecidos registros de disploidias acompanhadas de
variacdo no padrédo de bandas em Araceae com diferentes habitats. No caso das populages de P.
acutatum provenientes de Taquaritinga do Norte, destaca-se o fato de uma Unica populagdo com
2n = ca.30 apresentar um padrdo de bandas CMA/DAPI claramente distinto das demais
populacdes desta espécie, pela auséncia de regides ricas em AT.

Diferentes numeros béasicos tém sido propostos para a familia Araceae, como x = 7
(Larsen, 1969; Marchant, 1973), x = 14 (Petersen, 1998) e x = 16 ou 18 Cusimano et al., 2011).
A amplitude da variagdo cromossdémica numérica em Araceae dificulta a identificagdo precisa de
um ndmero basico ancestral para a familia como um todo. Mesmo em uma Unica espécie como
em P. acutatum, com 2n = ca. 30, 32 e 34, ou no género Philodendron como um todo, parece
haver indicacdo de que o género seria polibasico (Cotias de Oliveira et al., 1999). Na
identificacdo de um nudmero basico ancestral, ¢ fundamental que este nimero represente um
clado monofilético (Guerra, 2008), considerando-se polifilético, qualquer grupo com mais de um
numero basico primario. Nesse caso, seria importante a analise de uma ampla variabilidade de
taxons, de forma a identificar os numeros cromossémicos nos ramos mais basais da familia. Uma
analise comparativa da variagdo numérica em Araceae com grupos basais cariologicamente mais
estaveis e mais primitivos, como as familias Alismataceae (Feitoza et al., 2009, 2010) e
Limnocharithaceae (Forni-Martins & Kalligaris, 2003), é fortemente sugestiva de que a familia



30

seria paleopoliploide (Cusimano et al., 2011). Por outro lado, em Philodendron, a ocorréncia de
varios nimeros cromossémicos em uma unica espécie, destaca a importancia das disploidias na
diferenciacéo cariotipica do género.

No estudo da variabilidade cromossémica da familia Araceae na presente amostra,
verifica-se a ocorréncia de um cromossomo supranumerario em uma das populagdes analisadas
de S&o Jodo do Tigre. Cromossomos Bs sdo frequentemente relatados em plantas, como nos
géneros Zephyranthes (Felix et al., 2011) e em Sarcoglottis (Davifia et al., 2009). Em Araceae,
entretanto, sua ocorréncia nao tem sido comum, e algumas vezes parecem, na verdade, tratar-se
de satélites destacados da regido proximal dos cromossomos (ver, por exemplo, Cotias-de-
Oliveira, 1999). Em nossa amostra, entretanto, a natureza heterocromatica do Ginico cromossomo
B visualizado em A. petrophilum ndo deixa ddvidas quanto a natureza supranumerdaria deste
Cromossomo.

A familia Araceae é pouco conhecida em termos de bandeamento com fluorocromos,
sendo, de maneira geral, os estudos citogenéticos limitados a utilizacdo da coloracao
convencional (Cotias-de-Oliveira et al., 1999; Yi et al., 2005; Corréa et al., 2010). Entretanto, a
ampla variacdo observada no padrdo de bandas fluorescentes corrobora os dados obtidos por
Sultana et al. (2011) para o género Alocasia, onde parece ter havido uma rapida modificagdo da
heterocromatina ap0s a poliploidizacdo de Alocasia odora (Lindl.) K.Koch. Na presente amostra,
a variabilidade no nimero e localizagdo de regides heterocromaticas ricas em AT ou GC
observada em Philodendron e em outros géneros, é compativel com uma rapida diversificacao da
heterocromatina nessa espécie. Embora regiGes heterocromaticas ndo estejam diretamente
relacionadas com a codificacdo de proteinas (Guerra, 2000), sua localizacdo em amplos
segmentos cromossémicos desempenham um papel importante no pareamento meiotico
(Yamagishi et al., 2008). Contudo, para o entendimento do papel dessas alteracdes cariotipicas
em Philodendron, seria importante uma analise populacional mais extensa, além de estudos
envolvendo sua biologia reprodutiva a fim de identificar a compatibilidade reprodutiva entre o0s
diferentes citotipos. Uma outra abordagem possivel seria a analise da variagdo no padrdo de
bandas CMA/DAPI para a caracterizagdo taxondmica, como na subfamilia Aurantioideae das
Rutaceae (Guerra et al., 2000), no género Sesbania das Leguminosae (Forni-Martins & Guerra,
1999) e no género Spondias nas Anacardiaceae (Almeida et al., 2007), dentre outros. Alteragdes
cromossOmicas estruturais muitas vezes sdo reconhecidas atraves da analise no padréo de bandas
CMA/DAPI e séo importantes mecanismos de isolamento reprodutivo e especiagdo (Rieseberg,
2001). A ocorréncia de diferentes padrdes de distribuicdo de heterocromatina constitutiva em
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Araceae constitui um marcador citotaxondmico importante, e desempenha um papel ainda néo

perfeitamente avaliado na evolucgdo e diferenciagdo taxonémica na familia.

2.5 Conclusoes

As araceas sdo um grupo de plantas com elevada variagdo cromossémica numeérica,
relacionada a sucessivos ciclos de poliploidia e disploidias ascendentes ou descendentes, com
ocorréncias dessas variantes em diferentes populacdes de uma mesma espécie. Essas alteracdes
cromossémicas dificultam a indicacdo de um numero béasico priméario consensual, que reflita a
origem monofilética da familia como um todo, ou de géneros como nos casos de Philodendron e
Anthurium. Além das variac6es disploides, também foi observada a ocorréncia de cromossomo B
com heterocromatina rica em GC. A elevada variabilidade no padrédo de bandas heterocromaticas
corrobora a importancia das disploidias e posteriores rearranjos cromossomicos na evolugéo
cromossdmica da familia Araceae, especialmente evidenciada nos género Anthurium e
Philodendron (principalmente P. acutatum). Entretanto, o papel da variabilidade nos padrdes

heterocromaticos na especiacdo desses géneros ainda ndo é perfeitamente conhecido.
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Tabela 1: Numeros cromossdmicos e padrdo de bandas CMA/DAPI em espécies brasileiras de Araceae
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Taxa Coletor Local de coleta 2n PC Fonte Bandas
CMA DAPI
Anthurium gracile (Rudge) Lindl. M.Guerra S/N 40 30, 40 F69, M77 - -
LPFelix, 12963 Agrestina, PE 40 " " - -
Anthurium  pentaphyllum LPFelix 13002 Lucena, PB 60 30, 60 F68, M63, 8P -
G.Don IPCN
A. petrophilum K.Krause EEMNeto, 22 Brejo da Madre de Deus, PE 30 - - 12P -
LPFelix, S/N Esperanca, PB 30 - - 10-11P -
SNascimento, 150 S&o Jodo do Tigre, PB 30+1B - - 12P -
LPFelix, 13505 S&o Jodo do Tigre, PB 30 - - 10P -
A. scandens (Aubl.) Engl. LPFelix S/N Taquaritinga do Norte, PE 46 24, 45-47, F69, M77, 2StBL -
~48, 48,84 IPCN
Anthurium sp. aff. petrophilum LPFelix, 12917 Itabaiana, SE 60 - - - -
Caladium bicolor (Aiton) Vent. LPFelix, 13677 Rio Tinto, PB 32 22, 26, 28, F69, M73, 2T, 4P -
30,32.52  IPCN, GJ0O6
Dracontioides desciscens (Schott) LPFelix, 12933 Itabiana, SE 26 26 IPCN 2TBL, 1P -
Engl.
Dracontium ulei K.Krause LPFelix, 12682 Ilha de Trambioca, PA 26 - - - -
Monstera adansonii Schott LPFelix, S/N Triunfo, PE 60 60 F69, M63 4-5TBC
Philodendron acutatum Schott LPFelix, 13760 Taquaritinga do Norte, PE 34 34 F69 21BC, Todas T
2TBL
LPFelix, 13773 Taquaritinga do Norte, PE 34 " " 2TBL, 0- Todas T
1TBC,
2StBC
LPFelix, 13761 Taquaritinga do Norte, PE ca.30 " " 2StBL -
LPFelix, S/N Brejo da Madre de Deus, PE 32 " " 2StBC, 4P, 2P, Todas
4TBC T
LPFelix, 13292 32 " " 4TBC, 2P,
2TBL, 1P TodasT
P. ornatum Schott LPFelix, 12972 Agrestina, PE 32 - - 5TBC + 1P -
Philodendron sp. EMAImeida, 505 Goiénia, GO 32 - - 8TBC + 1P -
Taccarum ulei Engl. & K.Krause LPFelix S/N Areia, PB 34 - 4TBC -
P = pericentromérica; | = intersticial; T = terminal; St = Subterminal; BL = Bra¢o longo; BC = Brago curto. Fontes: F68 = Federov, 1968; F69 = Federov, 1969; M63 =

Moore, 1963; M73 = Moore, 1973; M77 = Moore, 1977; GJO6 = Goldblatt e Johnson 2006; IPCN = Index to Plant Chromossome Number.



Figuras 1-5. Metéafases mitdticas de espécies de Araceae coradas
convencionalmente com Giemsa. 1. Anthurium petrophilum (2n = 30); 2. A.
gracile (2n =40); 3. Anthurium sp. "Serra de Itabaiana” (2n = 60); 4. Dracontium

ulei (2n = 26); 5. Dracontioides desciscens (2n = 26
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Figuras 6-14. Metafases mitoticas coradas com os fluorocromos CMA (amarelo)
e DAPI (azul). Figuras 6-8 e 11-14 imagens sobrepostas. 6. Anthurium
pentaphyllum (2n = 60); 7. A. petrophilum (2n =30); 8. Anthurium scandens (2n
= 46); 9-11. A. petrophilum corado com DAPI (9), CMA (10) e CMA/DAPI
sobrepostos (11); 12. Caladium bicolor (2n = 32); 13. Dracontioides desciscens
(2n = 26); 14. Monstera adansonii (2n = 60). Cabecas de seta em 6, 11, 12 e 14
indicam pequenas bandas CMA". Barra em 14 corresponde a 10 .
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Figuras 15-22. Metafases mitdticas coradas com os fluorocromos CMA (amarelo)
e DAPI (azul). Figuras 15-17 e 21-22 imagens sobrepostas. 15. Philodendron
acutatum LPFelix 13760 (2n = 34); 16. P. acutatum Brejo da Madre de Deus (2n
= 32); 17. P. acutatum LPFelix, 13761 (2n = ca.30); 18-20. P. ornatum (2n = 32)
corado com DAPI (18), CMA (19) e CMA/DAPI sobrepostos (20); 21.
Philodendron sp. (2n = 32); 22. Taccarum ulei (2n = 34). Insertos nas figuras 15,
17 e 20, destacam pequenas bandas CMA*/DAPI. Seta na Fig. 16 e 20 indicam
banda CMA"/DAPI heterozigota. Barra em 21 corresponde a 10 p.
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