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RESUMO

A familia Aristolochiaceae abrange cerca de oito géneros e 620 espécies, predominantemente
encontradas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, o género Aristolochia é
0 Unico reconhecido, com 83 espécies, das quais 37 sao endémicas. O numero cromossémico
basico mais provavel para Aristolochia é x = 7, com uma ampla variagdo numeérica, incluindo
2n = 6, 8, 10, 12, 14, 24, 26, 28, 32 e 36. Esta pesquisa teve como objetivo caracterizar 0s
cariotipos de duas espécies de Aristolochia ocorrentes na regido Nordeste do Brasil, por meio
da comparacdo do método de bandeamento com a dupla coloragdo com fluorocromos
CMAJ/DAPI e o bandeamento-C. Para a analise cromossémica, as pontas das raizes foram pré-
tratadas com 8-hidroxiquinolina a 10°C por 24 horas, fixadas em Carnoy e as laminas
preparadas por digestdo enzimatica, pelo método de esmagamento em acido acético a 60%. As
laminas foram entdo coradas com fluorocromos CMA/DAPI e posteriormente submetidas ao
bandeamento-C e coradas com DAPI. As melhores células foram fotografadas em
Fotomicroscépio de epifluorescéncia Zeiss equipado com camera de video AxioCam MRC5
com o auxilio do software Axiovision 4.8. Aristolochia gigantea e Aristolochia trilobata
apresentaram 2n = 14, com cariétipos ligeiramente assimétricos, compostos principalmente por
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, além de um par de acrocéntricos. A analise
pela coloracdo direta revelou a ocorréncia de um par de bandas terminais CMA*/DAPI~ em
ambas as espécies, e duas bandas proximais CMA*/DAPI® em A. gigantea. Por outro lado, o
bandeamento-C revelou 12 bandas DAPI pericentroméricas em A. gigantea e 14 em A.
trilobata. Embora o género Aristolochia seja conhecido pela elevada variabilidade cariotipica,
a secdo Gymnolobus apresenta caracteristicas relativamente estaveis, como o ndmero
cromossémico 2n = 14 e a presenca de um par cromossémico maior com banda CMA terminal
na maioria das espécies. Nossos dados sugerem que as bandas C sdo marcadores
cromossémicos Uteis para a identificacdo dos cromossomos homélogos na secdo, além de
revelar a ocorréncia de bandas DAPI pericentroméricas que ndo foram detectadas por meio da
coloracdo direta com os fluorocromos CMA e DAPI.

Palavras-Chave: bandeamento-C; heterocromatina constitutiva; fluorocromos CMA/DAPI;
marcadores cromossdmicos.



ABSTRACT

The family Aristolochiaceae comprises about eight genera and 620 species, predominantly
found in tropical and subtropical regions worldwide. In Brazil, the genus Aristolochia is the
only one recognized, with 83 species, of which 37 are endemic. The most likely basic
chromosome number for Aristolochia is x = 7, with a wide range of chromosome number
variation recorded, including 2n =6, 8, 10, 12, 14, 24, 26, 28, 32, and 36. This research aimed
to characterize the karyotypes of two species of Aristolochia occurring in the Northeast region
of Brazil, through a comparison of banding methods using double staining with fluorochromes
CMA/DAPI and C-banding technique. For chromosome analysis, root tips were pre-treated
with 8-hydroxyquinoline at 10°C for 24 hours, fixed in Carnoy solution, and slides prepared by
enzymatic digestion using the squashing method with 60% acetic acid. Slides were then stained
with fluorochromes CMA/DAPI and subsequently subjected to C-banding. The best cells were
Zeiss epifluorescence photomicroscope equipped with AxioCam MRC5 video camera with the
aid of Axiovision 4.8 software. Aristolochia gigantea and Aristolochia triloba exhibited 2n =
14 chromosomes, with slightly asymmetrical karyotypes, mainly composed by metacentric and
submetacentric chromosomes, along with a pair of acrocentrics. Our analysis revealed the
occurrence of a pair of terminal CMA*/DAPI~ bands in both species and two proximal
CMA*/DAPI® bands in A. gigantea. Conversely, C-banding revealed 12 pericentromeric bands
in A. gigantea and 14 in A. trilobata. The genus Aristolochia is known for its high karyotypic
variability. However, the Gymnolobus section presents relatively stable characteristics, such as
the chromosome number 2n = 14 and the presence of a larger chromosome pair in most species.
Our data suggest that C-bands are useful chromosome markers for identifying homologous
chromosomes in the section. C-banding revealed the occurrence of pericentromeric constitutive
heterochromatin that were not detected by double staining with fluorochromes CMA and DAPI.

Keywords: C-banding; constitutive heterochromatin; fluorochromes CMA/DAPI;
chromosome markers.
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1 INTRODUCAO

A familia Aristolochiaceae compreende aproximadamente oito géneros e 620 espécies
de distribuicdo principalmente pantropical. A familia estd inserida na ordem Piperales,
juntamente com as familias Saururaceae e Piperaceae (APG 1V, 2016). Os géneros Aristolochia
L., Asarum L., Saruma Oliv. e Thottea Rottb. apresentam maior riqueza de espécies, embora,
Aristolochia seja de longe o mais representativo da familia, com um total de 550 espécies
conhecidas (Gonzéalez, 2012; The Plant List, 2024).

No Brasil, é reconhecido um Unico género, Aristolochia, com 83 espécies, das quais 37
sdo consideradas endémicas. Algumas espécies se destacam por apresentar caracteristicas
bastante peculiares, como Aristolochia gigantea Mart. & Zucc., que possui flores grandes com
simetria irregular, reconhecidas como uma das maiores do mundo, podendo atingir 35
centimetros no seu maior didmetro (Sousa, 2011). Além disso, as flores possuem um método
de atracdo dos polinizadores por meio do odor semelhante a esterco ou carne em putrefacéo,
atraindo principalmente moscas (Hipolito et al., 2012). A. gigantea possui distribui¢cdo ao longo
dos estados de Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, com
incidéncia na Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Sousa, 2011; Fernandes et al., 2021; Freitas
et al., 2024).

A espécie Aristolochia trilobata L. também apresenta flores assimétricas e de
morfologia peculiar, além de ser popularmente conhecida como jarrinha-de-cauda, jarrinha-da-
praia, cipo-de-cobra, cipd-milhomens-da-praia e milhomes (Freitas et al., 2024). Possui relatos
de utilizacdo como bactericida, anti-inflamatdria, anti-tripanosomal e antitumoral, devido a
presenca de compostos como aporfinas, amidas, quinolinas, lignanas, flavonoides e terpenoides
(Santos et al., 2014). E encontrada na América Central e do Sul, sendo usada na medicina
tradicional para tratar humanos e animais, incluindo o uso no tratamento de picadas de cobras
e escorpides, problemas estomacais, diabetes e facilitacdo de aborto e remocao de placenta
(Lans et al., 2001; Heinrich et al., 2009). No Brasil, possui ocorréncias em quase todas as
regides do pais, com excecdo do Centro-Oeste, além de ser encontrada na Amaz6nia, Caatinga
e Mata Atlantica (Freitas et al., 2024).

Citogeneticamente, os numeros cromossdmicos sdo conhecidos para 61 espécies de
Aristocochia (Rice et al., 2015), representando apenas 11% das espécies do género. O numero
cromossémico é uma caracteristica valiosa para a caracterizacdo dos clados em Aristolochia,
com2n=6,12, 14, 16 para as espécies dos subgéneros Aristolochia e Pararistolochia, enquanto
todas as espécies dos subgéneros Isotrema e Endodeca possuem 2n = 32 (Gonzalez, 1999;
Sugawara et al., 2001; Ohi-Toma et al., 2006). De acordo com Grant (1982), o nimero bésico
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mais provavel em Aristolochia é x = 7, e a variagdo no nimero cromossdmico registrada para
0 género é bastante ampla, com 2n = 6, 8, 10, 12, 14, 24, 26, 28, 32 e 36 (Ohi-Toma et al.,
2006). Apesar da importancia para o género, outras informac@es citogenéticas, como variacao
da heterocromatina e bandeamento, séo escassas na literatura, o que dificulta o entendimento
sobre a diversificacdo do grupo.

A heterocromatina € uma regido do genoma caracterizada por apresentar uma
compactacdo mais densa e uma atividade génica reduzida em comparagdo com a eucromatina
(Grewal & Jia, 2007). Ela pode ser dividida em dois tipos principais: heterocromatina
constitutiva (HC) e heterocromatina facultativa (HF). A HC é composta por sequéncias
repetitivas de DNA altamente condensadas, geralmente ndo codificantes, preferencialmente
localizadas na regido pericentromérica, mas também observadas nos terminais e regides
intersticiais do cromossomo (Guerra, 1998). O outro tipo, a HF, refere-se a regides do genoma
no nucleo de uma célula eucaridtica que podem ser heterocrométicas ou eucromaticas em
diferentes contextos locais ou temporais (Trojer & Reinberg, 2007). Muitas vezes, espécies
proximas apresentam padrdes de bandas heterocromaticas distintos, o que torna a HC de
relevante importancia para caracterizagdo citogenética e avaliacdo de parametros evolutivos
(Silva, 2014).

Atualmente, a técnica mais amplamente empregada na caracterizagdo da HC em plantas
utiliza a dupla coloragdo com os fluorocromos 4’,6-diamidino — 2 — fenilindol (DAPI) e
Cromomicina A3 (CMA) (Heitkam & Garcia, 2023). O DAPI cora mais intensamente a HC
rica em pares de bases AT, enquanto o CMA cora diferenciadamente a HC rica em GC (Barros
e Silva & Guerra, 2010). Como resultado, obtém-se a formacdo de bandas nas regides
heterocromaticas, possibilitando a diferenciacéo longitudinal dos cromossomos.

O bandeamento com CMA e DAPI pode revelar variagbes na composi¢cdo gendémica
entre espécies relacionadas, podendo gerar marcadores cromossomicos Uteis para a
identificacdo de cromossomos homologos (Guerra et al., 2020). Além disso, a técnica pode ser
aplicada como ferramenta citotaxonémica para a delimitacao de espécies (Almeida et al., 2016),
bem como auxiliar no entendimento da evolugcdo cromossdmica em grupos de plantas
filogeneticamente relacionadas (Nollet et al., 2022).

Apos a aplicacdo da técnica de bandeamento com fluorocromos CMA e DAPI, alguns
autores tém mencionado certas regides cromossémicas como 'mais fortemente coradas’, sem
especifica-las como bandas de heterocromatina (Oliveira et al., 2015; Dornelas et al., 2023). Ja
foi demonstrado o aparecimento de bandas DAPI ap6s bandeamento C e hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), que nédo tinham sido visualizadas ap6s bandeamento CMA/DAPI (Barros
e Silva & Guerra, 2010). Esses dados indicam que algumas regides de HC podem ndo ser
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detectadas com os fluorocromos CMA/DAPI, resultando em uma caracterizagéo parcial da HC.
Para superar essa limitacdo, a técnica de bandeamento C pode ser empregada sequencialmente
ao bandeamento CMA/DAPI. O bandeamento C com o corante Giemsa foi amplamente
utilizado na citogenética vegetal até a década de 1990 por ser a mais eficiente em caracterizar
todos os tipos de HC (Fregonezi et al. 2006). Além disso, o bandeamento C com Giemsa
apresenta diversas vantagens, como o baixo custo, alta reprodutibilidade e a dispensa do uso de
microscopios de epifluorescéncia.

Esse méetodo envolve a remogédo da eucromatina por meio de tratamentos salinos, como
hidroxido de bario e SSC, resultando na coloracdo seletiva das regides ricas em HC nos
cromossomos (Guerra & Souza, 2000; Heitkam & Garcia, 2023). Uma versdo mais moderna da
técnica permite a coloracdo das bandas C com DAPI, que cora as bandas C de forma semelhante
ao Giemsa, sem distinguir sua composicdo de bases (Barros e Silva & Guerra, 2010). A
combinacdo dessas técnicas pode proporcionar uma caracterizacdo mais completa da HC em
plantas, especialmente em grupos com cromossomos pequenos, cuja morfologia € de dificil
visualiza¢do, como no caso de Aristolochia.

O objetivo deste estudo foi caracterizar os cariotipos de duas espécies de Aristolochia
ocorrentes na regido Nordeste do Brasil, por meio de uma analise comparativa entre os métodos
da coloragéo direta com os fluorocromos CMA/DAPI e bandeamento-C seguido da coloracéo
DAPI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA ARISTOLOCHIACEAE JUSS. E O GENERO Aristolochia

A familia Aristolochiaceae Juss. com cerca de 600 espécies, pertence a ordem Piperales,
contendo duas subfamilias, a Asaroideae e Aristolochioideae. A subfamilia Asaroideae, é
composta pelos géneros Asarum L. e Saruma Oliv., enquanto a subfamilia Aristolochioideae é
formada pelos géneros Aristolochia L. e Thottea Rottb. O género Aristolochia L. possui 0 maior
numero de espécies, com cerca de 550 espécies identificadas ao redor do mundo (Freitas et al.,
2024).

Desde a Antiguidade, espécies da familia Aristolochiaceae eram utilizadas para fins
medicinais, o que influenciou na etimologia para o nome do género tipo da familia. O nome do
género, Aristolochia, por exemplo, deriva das palavras gregas “aristos”, que significa “melhor”,
e “lochios”, definido como “descarga uterina pos-parto” ou “expulsdo da placenta”, pois eram
utilizadas com a finalidade de provocar a expulsdo da placenta no pos-parto (Fernandez et al.,
2019).

Os primeiros registros fosseis de Aristolochia datam do cretadceo superior (105 a 66
milhGes de anos) para o Estado de Nebrasca, USA, embora o registro féssil mais aceito para o
género seja bem mais recente, entre 11,6 e 5,3 milhdes de anos, descrito como Aristolochia
austriaca B.Meller para a Austria, pais ao qual o epiteto é dedicado (Meller, 2014).

O género Aristolochia possui habito de crescimento variavel, podendo ser arbustivo,
subarbustivo, trepador ou lidnico. Possui raizes espessadas, caule tenros ou suberificados na
maturidade, com folhas simples, alternas, comumente pecioladas, lobadas ou inteiras.
Apresenta flores monoclamideas, raramente diclamideas, axilares, ou caulifloras em algumas
espeécies, trimeras solitarias ou em reunidas em inflorescéncias. O perigdnio pode ser reto,
curvo, fortemente zigomorfo, mais raramente zigomorfo, em formacdo composta por utriculo,
tubo e limbo, este ltimo uni, bilabiado ou trilobado. Seu fruto € uma capsula sepsida, deiscente
pela base, com morfologia variada entre cilindrica, fusiforme ou subglobulosa, com grande
numero de sementes, geralmente aladas, planas ou ovoides (Freitas et al., 2024).

O uso de Aristolochia para preparados de garrafadas, com a finalidade de utilizar suas
propriedades medicinais ainda € relativamente comum, sendo varias espécies amplamente
utilizadas na Asia, Europa e Américas, embora sua utilizacdo seja recomendada com cautela
por haver a colecdo do suo excessivo de espécies de Aristolochia com a incidéncia de
nefropatias (Heinrich et al., 2009). Por se tratar, em sua maioria, de plantas trepadeiras, seus

caules, depois de descascados, possuiam inimeras utilizac6es, até na construcdo civil, como
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corrimdos para pontes, amarracdo ou ligacdo de postes, e até de vigas para sustentacdo de
cabanas, construidas por povos indigenas no Peru (Ruiz, 1805).

O mecanismo de polinizacao deste género, em sua maioria, consiste no aprisionamento
de seus polinizadores, no primeiro dia de abertura da flor, atraidos pelo odor, onde ficam presos
no tubo, e impedidos de sair pela acdo das papilas presentes em seu interior, mesmo local onde
0 néctar é secretado. No segundo dia, ndo ha emissdo de odor, e 0s estigmas impedem o
recebimento de polen, pois ficam unidos, na sequéncia, as anteras sdo abertas e liberam o pélen,
junto com os insetos que ficaram aprisionados na armadilha (Proctor et al. 1996).

2.2 ESPECIE Aristolochia gigantea

O taxon A. gigantea é uma planta trepadeira, com caule suberoso, ramos sulcado-
estirados, variando de 8,5 a 15,5 cm de comprimento dos entrends, apresenta pseudoestipulas
estreito-ovais, com 1,8-2,2 x 0,8-2,2 cm, peciolo glabro com 5,4 a 7,1 cm de comprimento.
Suas folhas possuem I&mina oval, com variacdo entre 8,2-11,3 x 7,5-10 cm, com face adaxial e
abaxial glabras, base cordada, &pice agudo a levemente acuminado, com venacao primaria
basal, ndo peltada (Freitas et al., 2024).

Suas flores, ndo sdo subtendidas por bracteas, peddnculo e ovéario de 21,5-28,5 cm de
comprimento, com perianto glabro, de coloragdo bege e manchas vinaceas, seu utriculo é
amplamente obovado, 7,3-8,3 x 4,7-5 cm, de base estreita, abrigando o ginostémio estipitado,
glauco. O limbo é unilabiado, ovalado, com variacdo de 28-29 x 22-24 cm, plano, com
coloracdo amarelada proximo a entrada do tubo e bege com manchas vinaceas no restante,
margem nao fimbriada levemente revoluta, base cordada, peltada, seu apice é arredondado,
terminando num curto acimen (Figura 1). Apresenta gimnostémio estipitado, anteras lineares,
capsula estreito-cilindrica, com veia média do mericarpo proeminente, de 3 mm de espessura,
rostrada. As sementes sao ovais, planas com rafe ndo proeminente, ndo aladas (Freitas et al.,
2024).

Suas flores apresentam um mecanismo adaptado para atracdo dos polinizadores,
entomofilos em sua maioria, exalando um odor desagradavel. Contudo, observou-se que
individuos desta espécie com ocorréncia na Caatinga, possuiam forte odor de carne em
putrefacdo, mas quando cultivadas em S&o Paulo, exalavam odor semelhante ao de erva-cidreira
(Capellari-Janior, 1999). Também se conhecem registros de um forte odor adocicado, préximo
ao de frutas em decomposicao, mas ndo sendo téo insuportavel como descrito comumente para
flores desse género (Costa & Hime, 1981).
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Apesar do mecanismo de polinizagdo comum para o género Aristolochia, as flores de
A. gigantea ndo apresentam aprisionamento dos polinizadores t&o eficaz, sendo muitos deles
libertos ainda no primeiro dia da antese. Além disso, foram encontrados individuos das Ordens
Diptera, Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera e Araneae. Destes, a ordem Diptera apresentou
maior representatividade, com mais de 80% presentes nas flores coletadas (Sousa, 2011).

Figura 1. Flor em antese de Aristolochia gigantea.

Fonte. Arquivo pessoal, 2024.

2.3 ESPECIE Aristolochia trilobata

Aristolochia trilobata é uma planta trepadeiras, com caule suberoso ndo presente, possui
amos cilindricos, e entren6s variando entre 5,6 e 18 cm de comprimento. H& presenca de
pseudoestipulas, orbiculadas, papiraceas, com peciolo podendo medir entre 3,4-6,5 cm de
comprimento, e é glabro. Suas folhas possuem lamina profundamente trilobada, com dimensoes
que variam entre 5,3-14 x 6-13,5 cm, é cartdcea, com face abaxial glabra e face adaxial
pubescente, sua base é levemente cordada, ndo peltada, com lobo mediano oblongo a levemente
romboide, e &pice acuminado a arredondado, seus lobos laterais sdo elipticos a oblongos, com
apice obtuso a arredondado e venacgéo primaria basal (Freitas et al., 2024).

Suas flores ndo sdo subtendidas por bracteas, apresentam pedunculo e ovario com cerca
de 3,9-7,9 cm de comprimento. O perianto € glabro, bege com estrias vermelho-claras, seu
utriculo € amplamente obovado, com 6 prolongamentos na base, possui tubo funiforme, limbo
unilabiado, filiforme com duas expansdes subcordadas na base, é plano a levemente convexo,
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com coloragdo vermelho escuro, glabro, sua base é subcordada, ndo peltada, com margem
levemente revoluta, apice agudo, e acimen ausente (Figura 2). Possui ginostémio estipitado,
anteras lineares, capsula estreito-cilindrica, com veia média do mericarpo proeminente e
rostrada. As sementes sdo amplamente ovais, planas, com face adaxial levemente verrucosa e
face abaxial lisa, ndo séo aladas, e ndo possuem rafe ndo proeminente (Freitas et al., 2024).

A composicdo quimica presente nas folhas, tubérculos e raizes de A. trilobata sdo
comumente utilizadas por suas propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias, até no combate da
atividade de fosfolipases presentes em veneno de cobra (Honychurch, 1986; Mors et al., 2000;
Ruffaetal., 2002; Wu et al., 2004; Lans, 2007). Também ha relatos de testes promissores contra
bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) e fungos. Ja em insetos, seus compostos
majoritarios, na forma de 6leo essencial apresentaram atividade eficiente e rapida nas espécies
de formigas Atta sexdens e Acromyrmex balzani, porém, a mistura secundéria destes compostos
apresentou acao aditiva e sinérgica nas espécies de formigas citadas (Camporese et al., 2003;
Fenner et al., 2006; Oliveira, 2014).

Figura 2. Flor em antese de Aristolochia trilobata

Fonte: Arquivo pessoal, 2024,

2.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As plantas da familia Aristolochiaceae sdo cultivadas com diversos fins por
praticamente todo os continentes, desde regides tropicais até temperadas (Fernandes et al.,
2021). No Brasil, ocorre apenas o género Aristolochia, com registro para todas as regides do
pais. A maior riqueza em espécies € registrada para a regido Sudeste, com cerca de 49 espécies,
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embora também seja reportado para os demais estados do pais. Na Regido Nordeste, séo
referidas 29 espécies, com maior riqueza no estado da Bahia, com 22 espécies (Freitas & Alves-
Araujo, 2017).

Apresentam uma grande adaptacéo aos diversos climas e fitofisionomias encontrados
em territorio nacional, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa, que possuem
tipos de vegetacdo que abrangem desde a Caatinga, Campo Limpo, Floresta Ciliar, Cerrado, até
areas de Floresta Ombrofila, Savana Amazonica, Restinga e vegetacdes sobre afloramentos
rochosos (Freitas, Lirio & Gonzaléz, 2014). A. gigantea tem ocorréncias confirmadas nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Sao Paulo, sendo uma
planta endémica do Brasil, ocorrendo na Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. A. trilobata pode
ser encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Para, Paraiba, Parand,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina S&o Paulo e Sergipe (Freitas et al., 2024).

2.5 CITOGENETICA DO GENERO Aristolochia

O numero bésico para Aristolochia é x = 7, havendo variagdo no nUmero
cromossémico, com registros de 2n = 6, 8, 10, 12, 14, 20, 24, 26, 28, 32 e 36 (Grant, 1982;
Sarma & Tanti, 2015). Espécies do género Aristolochia possuem cario6tipos assimétricos,
em sua maioria, com comprimento cromossdmico variando de 0,5 — 2 um, meta ou
submetacéntricos (Sugawara et al., 2001). A variacdo numeérica de Aristolochia é fortemente
relacionada aos clados e grupos infragenéricos, com predominio de 2n = 12 e 14 para 0
subgénero Aristolochia, 2n = 12 para o subgénero Pararistolochia e 2n = 32 para 0s
subgéneros Isotrema e Endodeca (Ohi-Toma et al., 2006) Para A. gigantea ha registro
prévio de 2n = 14, cari6tipo mais ou menos simétrico, com 0S menores cromossomos
medindo entre 1,5 e 2,2 um e os maiores, entre 2,5 — 3,9 um (Berjano et al., 2009).
Atualmente, sdo conhecidos os dados citogenéticos quanto ao nimero cromossémico de 61
espécies do género Aristolochia, como consta na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies do género Aristolochia com numeros cromossdmicos registrados na
literatura

Espécie NUmero
Cromossdémico (n)
Aristolochia arcuata Mast. 7

Aristolochia argyroneura Hoehne ex Uribe
Aristolochia baetica L.

Aristolochia bianorii Sennen & Pau
Aristolochia birostris Duch.

~N o~



https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20arcuata%20Mast./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20argyroneura%20Hoehne%20ex%20Uribe/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20baetica%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20bianorii%20Sennen%20&%20Pau/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20birostris%20Duch./

Aristolochia bracteolata Lam.
Aristolochia californica Torr.
Aristolochia castellanosii Ahumada
Aristolochia championii Merr. & Chun
Aristolochia clematitis L.

Aristolochia clusii Lojac.

Aristolochia contorta Bunge
Aristolochia cretica Lam.

Aristolochia cucurbitifolia Hayata
Aristolochia cymbifera Mart.
Aristolochia debilis Siebold & Zucc.
Aristolochia elongata (Duch.) E. Nardi
Aristolochia fimbriata Cham.
Aristolochia fontanesii Boiss. & Reut.
Aristolochia gibertii Hook.
Aristolochia gigantea Mart.
Aristolochia grandiflora Sw.

Aristolochia guichardii P. H. Davis & M. S. Khan
Aristolochia haitiensis Ekman & O. C. Schmidt

Aristolochia hians Willd.
Aristolochia hirta L.
Aristolochia humilis Merr.
Aristolochia indica L.
Aristolochia kaempferi Willd.

Aristolochia kunmingensis C. Y. Cheng & J. S. Ma
Aristolochia kwangsiensis Chun & F. C. How ex S. Y. Liang

Aristolochia labiata Willd.
Aristolochia littoralis Parodi
Aristolochia liukiuensis Hatus.
Aristolochia loefgrenii Hoehne
Aristolochia lutea Desf.
Aristolochia macrophylla Lam.
Aristolochia manshuriensis Kom.

Aristolochia microstoma Boiss. & Spruner

Aristolochia navicularis E. Nardi
Aristolochia pallida Willd.
Aristolochia parvifolia Sm.
Aristolochia paucinervis Pomel
Aristolochia pistolochia L.
Aristolochia reticulata Nutt.
Aristolochia ridicula N. E. Br.
Aristolochia ringens Vahl
Aristolochia rotunda L.
Aristolochia sempervirens L.
Aristolochia serpentaria L.
Aristolochia shimadae Hayata
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https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20californica%20Torr./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20castellanosii%20Ahumada/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20championii%20Merr.%20&%20Chun/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20clematitis%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20clusii%20Lojac./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20contorta%20Bunge/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20cretica%20Lam./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20cucurbitifolia%20Hayata/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20cymbifera%20Mart./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20debilis%20Siebold%20&%20Zucc./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20elongata%20(Duch.)%20E.%20Nardi/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20fimbriata%20Cham./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20fontanesii%20Boiss.%20&%20Reut./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20gibertii%20Hook./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20gigantea%20Mart./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20grandiflora%20Sw./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20guichardii%20P.%20H.%20Davis%20&%20M.%20S.%20Khan/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20haitiensis%20Ekman%20&%20O.%20C.%20Schmidt/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20hians%20Willd./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20hirta%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20humilis%20Merr./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20indica%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20kaempferi%20Willd./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20kunmingensis%20C.%20Y.%20Cheng%20&%20J.%20S.%20Ma/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20kwangsiensis%20Chun%20&%20F.%20C.%20How%20ex%20S.%20Y.%20Liang/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20labiata%20Willd./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20littoralis%20Parodi/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20liukiuensis%20Hatus./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20loefgrenii%20Hoehne/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20lutea%20Desf./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20macrophylla%20Lam./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20manshuriensis%20Kom./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20microstoma%20Boiss.%20&%20Spruner/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20navicularis%20E.%20Nardi/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20pallida%20Willd./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20parvifolia%20Sm./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20paucinervis%20Pomel/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20pistolochia%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20reticulata%20Nutt./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20ridicula%20N.%20E.%20Br./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20ringens%20Vahl/
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20rotunda%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20sempervirens%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20serpentaria%20L./
https://taux.evolseq.net/CCDB_web/Angiosperms/Aristolochiaceae/Aristolochia/Aristolochia%20shimadae%20Hayata/
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Aristolochia sicula Tineo 8
Aristolochia tagala Cham. 7
Aristolochia tomentosa Sims 14
Aristolochia trilobata L. 7
Aristolochia tubiflora Dunn 7
Aristolochia tyrrhena E. Nardi & Arrigoni 13
Aristolochia westlandii Hemsl. 16
Aristolochia onoei Franch. & Sav. ex Koidz. 14

Fonte: CCDB, chromosome count data base (Rice et al. 2015); IAPT/IOPB Chromosome data

2.6 BANDEAMENTO CROMOSSOMICO

Ha diversas técnicas para analises cromossdmicas, a exemplo do método de coloracdo
convencional, com diversos tipos de corantes, incluindo a coloracdo com Giemsa, a mais
amplamente utilizada no Brasil, que cora conjuntamente a cromatina e proteinas associadas ao
DNA. Essas técnicas permitem uma coloracdo rapida e barata, dispensa o uso de microscépio
de fluorescéncia identificando nimero e morfologia dos cromossomos (Guerra & Souza, 2000).
A partir da década de 1960, técnicas de coloracdo diferencial foram desenvolvidas buscando
um melhor entendimento e detalhamento dos cariétipos. Estas técnicas permitem a coloracdo
diferenciada de regides da cromatina com diferencas na composicao de bases ou na estrutura
dos cromocentros que aparecem formando “bandas” (Guerra & Souza, 2000). Dentre essas
técnicas, as mais amplamente utilizadas sdo o bandeamento-C e a coloragdo CMA/DAPI.
Ambas as técnicas permitem reconhecer no genoma as regides ricas em heterocromatina
(Guerra, 2000). Essas regides, formadas principalmente por sequéncias de DNA repetidas em
tandem, conhecidas como DNA satélite, sdo mais comumente encontradas proximas ao
centrébmero, mas também ocorrem nos terminais e regides intersticiais dos cromossomos
(Brammer, Zanotto & Caverzan, 2007; Garrido-Ramos, 2015).

Ao analisar espécies brasileiras e chilenas de Alstroemeria (Alstroemeriaceae),
Buitendijk e Ramanna (1996) observaram que ambas apresentavam niimero cromossdmico de
2n = 16. No entanto, nas espécies chilenas, foram detectados grandes blocos de heterocromatina
(bandas C), enquanto nas espécies brasileiras, apenas pequenas bandas-C foram identificadas.
Esses achados sugerem que os dois grupos seguiram trajetorias evolutivas distintas.

A coloragdo dupla por meio dos fluorocromos CMA (cromomicina A3) DAPI (e 4',6-
diamidino-2-fenilindol), permite reconhecer no genoma regides dos cromossomos com
diferentes composicGes em pares de base. Nesse caso, 0 CMA, cora preferencialmente regides
ricas em pares de bases GC (guanina e citosina), enquanto o DAPI cora regides ricas em AT
(adenina e timina). Assim, regides heterocromaticas ricas em AT formam bandas mais
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23

fortemente brilhantes em azul, enquanto regides ricas em GC, formam bandas mais fortemente
brilhantes em amarelo. Essa técnica permite um maior detalhamento do cariotipo,
possibilitando diferenciar tdxons que apresentem numero e morfologia cromossdmica
similares, mas com numero, posicao e tipos de bandas diferentes (De Melo, 2004).
Forni-Martins & Guerra (1999) relataram diversos padroes de diferenciacdo
cromoss6mica em espécies de Sesbania com 2n = 12, através do bandeamento-C e da coloracdo
com os fluorocromos CMA/DAPI. J& Roser (1994, 1995), evidenciou a possibilidade de
diferenciacdo em algumas subfamilias de Arecaceae padrées de bandas CMA/DAPI e de
condensacdo profasica distintos. Em Ameroglossum Eb.Fisch., S.Vogel & A.V.Lopes
(Linderniaceae), um género com cariétipos estaveis para nimero e morfologia cromossémica,
0s padrbes de bandas CMA/DAPI possibilitaram a distincdo entre A. ameroglossum
pernambucense Eb.Fisch., S.Vogel & A.V.Lopes, a Unica espécie até entdo reconhecida no
género da nova espécie A. manoelfelixii L.P.Felix & E.M.Almeida (Almeida et al., 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL VEGETAL

As plantas foram coletadas em Rio Tinto-PB, enquanto as sementes foram coletadas em
Jaguarari-BA, e cultivadas no jardim experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal
(UFPB, Areia-Paraiba). Espécimes de todo o material estudado foram herborizados e as
exsicatas depositadas no acervo do Herbario Prof. Jayme Coelho de Morais (EAN) no Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA) - UFPB. A identificacdo das espécies foi realizada por meio de
uma combinacgéo de literatura pertinente, consulta a especialistas e comparacfes meticulosas
com espécimes previamente autenticados. O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Citogenética Vegetal do CCA - UFPB. No caso da A. gigantea, foram utilizadas pontas de
raizes jovens obtidas da germinagdo de sementes, enquanto para A. trilobata, as raizes foram

obtidas a partir de mudas cultivadas no Jardim Experimental.
3.2 PREPARO DAS LAMINAS

Nas analises mitoticas, pontas de raizes jovens foram pré-tratadas com 0,002 M de 8-
hidroxiquinoleina por 20-24 horas a 10 °C, fixadas em etanol-acido acético (3:1, v/v) por 2
horas a temperatura ambiente e armazenadas em um freezer a -20 °C. As raizes foram digeridas
enzimaticamente em uma solucgéo contendo 2% de celulase e 20% de pectinase a 37 °C por 30
minutos. As laminas foram preparadas usando o método tradicional de esmagamento (Guerra
& Souza, 2002), posteriormente congeladas em nitrogénio liquido por cinco minutos para a
retirada da laminula. As laminas foram secas ao ar, coradas com DAPI (1ug mL-1)/glicerol
(1:1, viv) e examinadas sob um microscopio de epifluorescéncia Zeiss para selecionar as
melhores laminas.

3.3 DUPLA COLORACAO COM 0OS FLUOROCROMOS CMA/DAPI

As laminas selecionadas foram descoradas em etanol: &cido acético (3:1, v/v) por 30
minutos e em etanol absoluto overnight, coradas novamente com CMA (0,1 mg mL-1) por 1
hora e montadas em glicerol: tampdo de Mcllvaine pH 7,0 (1:1) contendo 2,5 mM de MgClI2
com DAPI (1pg mL-1) (Heitkam e Garcia, 2023). As melhores metéfases foram fotografadas
em fotomicroscopio de epifluorescéncia Zeiss equipado com camera de video AxioCam MRC5
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com o auxilio do software Axiovision 4.8. As imagens finais foram processadas para brilho,
contraste e defini¢do usando o Adobe Photoshop CS5 v. 12.

3.4 BANDEAMENTO C

No bandeamento C foram utilizadas as mesmas laminas fotografadas apos a dupla
coloracdo com CMA/DAPI, conforme protocolo proposto por Guerra & Souza (2002). Apds a
descoloracdo, as laminas foram submetidas a hidrélise do material por meio de &cido acético a
45%, em banho-maria a 60 °C por dez minutos. Posteriormente, as ldminas foram lavadas em
agua corrente por um minuto e secas ao ar. Em seguida, realizou-se a desnaturacdo em solucao
saturada de hidréxido de bario a 60 °C por dez minutos. As laminas foram novamente lavadas
em agua corrente até expulsdo dos cristais sobrenadantes, banhadas em acido acético a 45%, e
logo apos lavadas com &gua corrente por dois minutos, e enxaguadas com agua destilada. Para
realizacdo da renaturacdo e extracdo diferencial do DNA, as laminas foram secas ao ar,
mergulhadas em solugdo de 2xSSC a 60 °C por 80 minutos. As ldminas foram novamente
montadas em glicerol: tampdo de Mcllvaine pH 7,0 (1:1) contendo 2,5 mM de MgCI2 com
DAPI (1pug mL-1) e fotografadas conforme descrito para a dupla coloracdo CMA/DAPI.

3.5 CARACTERIZACAO CARIOMORFOLOGICA

Metéfases com morfologia cromossémica clara foram utilizadas para a caracterizagdo
cromossémica e do cariétipo. As medicGes cromossdmicas foram realizadas com o ImageJ®
versdo 1.46r. A razdo entre 0s bracos cromossémicos (comprimento do braco
longo/comprimento do brago curto) foi usada para classificar 0s cromossomos como
metacéntricos (1 — 1,4), submetacéntricos (1,5 — 2,9) ou acrocéntricos (> 3,0), de acordo com

Guerra (1986). Os idiogramas foram construidos usando o Photoshop CS3.
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4 RESULTADOS

As espécies do género Aristolochia analisadas, juntamente com seus respectivos
nameros cromossémicos, vouchers, locais de coleta, férmula cariotipica, maior e menor
tamanho cromossémico e bandas heterocromaéticas, encontram-se sumarizadas na Tabela 2.
Foram cariologicamente estudadas duas espécies, A. gigantea e A. trilobata, ambas com 2n =
14 (Figura 3). As duas espécies apresentam cariotipos ligeiramente assimeétricos, e compostos
por cromossomos metacéntricos, submetacéntricos com um par de acrocéntricos (Figura 4).

A dupla colora¢do com os fluorocromos CMA/DAPI revelou a ocorréncia apenas de
bandas CMA-+/DAPI-/0 em ambas as espécies (Figuras 3). A. gigantea apresentou duas bandas
CMA+/DAPI- terminais e duas CMA+/DAPIO proximais (Figura 3A, C, E), enquanto A.
trilobata exibiu duas bandas terminais CMA+/DAPI- (Figura 3B, D, F). Contudo, o
bandeamento C, seguido da coloragdo com DAPI, revelou um nimero muito maior de bandas
heterocromaticas em ambas as espécies.

A espécie A. gigantea apresentou 12 bandas C-DAPI pericentroméricas, e apenas um
par cromossdmico sem bandas (Figura 3G), enquanto A. trilobata apresentou 14 bandas C
pericentroméricas (Figura 3H). Também foi observado que o par de bandas CMA+/DAPI—
terminais, provavelmente correspondentes as RONs em ambas as espécies, ndo coraram com
DAPI apés o bandeamento C. Por outro lado, o par de bandas CMA+/DAPI0 proximal em A.
gigantea corou positivamente com DAPI ap6s o bandeamento C (Figura 3G). Além disso, as
bandas C coradas com DAPI exibiram elevada semelhanca em cada par homdlogo, tanto no
tamanho quanto na intensidade da fluorescéncia. A descrigdo das bandas C foi bastante
informativa para a identificacdo dos homologos na construcdo dos idiogramas de ambas as
espécies (Figura 4).



Figura 3. Células mitoticas de espécies pertencentes ao género Aristolochia com 2n =
14, coradas com CMA (A, B), DAPI (C, D), sobreposi¢cdo das imagens (E, F) e
bandeamento C corado com DAPI (G, H). A, C, E, G: Aristolochia gigantea. B, D, F,
H: Aristolochia trilobata. Setas brancas em G indicam cromossomos sem bandas C.
Barra em H corresponde a 10um.
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Aristolochia gigantea

SM MC SM MC MC SM AC

Aristolochia trilobata

MC MC MC AC MC MCMC

Figura 4. ldeogramas de Aristolochia gigantea e Aristolochia
trilobata. Os cromossomos estdo organizados em ordem
decrescente de tamanho e alinhados pelo centrdmero. As bandas
CMA*/DAPI estdo representadas em amarelo, enquanto as bandas
C em azul. Uma escala em micrémetros (um) é fornecida a
esquerda. A morfologia cromossdmica encontra-se abaixo de cada
cromossomo, representando a férmula cariotipica (FC): MC =
metacéntrico; SM = submetacéntrico; AC = acrocéntrico.
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Tabela 2. Espéecies de Aristolochia analisadas por meio da dupla coloracdo com o0s
fluorocromos CMA e DAPI, bem como por bandeamento C. As espécies sdo apresentadas
juntamente com seus respectivos vouchers, locais de coleta, nimeros cromossémicos diploides
(2n), tamanho cromossémico (em micrémetros), formula cariotipica e bandas heterocromaticas

Espécies Aristolochia gigantea  Aristolochia trilobata
Voucher L.P.Felix 18814 - M. P. Cordelro et
al. 620

Local de coleta Jaguarari-BA Rio Tinto-PB
NUmero cromossémico 2n 14 14
Tamanho cromossémico (maior-menor) 1,36um — 3,08um 1,33um — 2,44um
Formula cariotipica 6MC+6SM+2AC 12MC+2AC
Bandas terminais CMA*/ DAPI~ 2 2
Bandas proximais CMA*/ DAPI° 2 -
Bandas C terminais - -
Bandas C pericentroméricas 12 14

5 DISCUSSAO

As espécies analisadas exibiram dois tipos principais de bandas, claramente distintas em
relagdo as suas propriedades de coloragdo nos cromossomos. O primeiro tipo caracteriza-se por
ocorrer apenas nas regides terminais do par cromossémico maior, corando positivamente com
CMA e nédo corando com DAPI, formando bandas CMA*/DAPI". Esta banda ndo corou
positivamente para banda C com DAPI em ambas as espécies. Para A. gigantea, verificou-se
previamente que esta regido corresponde exatamente ao sitio de DNAr 35S, colocalizada com
a banda CMA*/DAPI~ (Berjano et al., 2009). Provavelmente é o que ocorre também em A.
trilobata, que exibe o mesmo padrdo de coloragdo. A ocorréncia de bandas terminais
CMA*/DAPI~ é comumente observada em muitos outros grupos de plantas (Fernandes et al.,
2009; Las Pefias et al., 2014; Moreno et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Bolsheva et al., 2016;
Castro et al., 2016; Ibiapino et al., 2020; Nollet et al., 2022), geralmente correspondendo as
regides preferenciais de ocorréncia do DNA ribossomal 35S, que constituem as RONS
(Urdampilleta et al., 2013; Bolsheva et al., 2016; Ibiapino et al., 2020).

O segundo tipo de banda, observado apenas em A. gigantea, foi caracterizado por corar
positivamente com CMA e corar de forma neutra com DAPI, formando um par de bandas
proximais CMA*/DAPI®. Curiosamente, esta banda corou positivamente com DAPI ap6s o
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tratamento para banda C, diferindo da banda CMA por ocorrer em ambos os lados do
centrémero, sendo, portanto, definida como uma banda C pericentromérica. Este mesmo padréo
de bandas DAPI foi observado em outras espécies de Aristolochia ap6s FISH (Berjano et al.,
2009). Bandas CMA*/DAPI® também ja foram observadas em outros grupos de plantas,
correspondendo a banda C com Giemsa, como em Rhynchospora ciliata (Vanzela & Guerra,
2000). Contudo, a composicdo molecular dessas bandas ainda ndo estd completamente
esclarecida (Barros e Silva & Guerra, 2010).

O bandeamento C corado com DAPI revelou um padrdo de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva (HC) nas regides pericentroméricas em ambas as espécies. Sabe-
se que as bandas C coradas com DAPI ndo necessariamente correspondem a regides
heterocromaticas ricas em AT (Besendorfer et al., 2002). De fato, em outras espécies de
Aristolochia da secdo Gymnolobus (que inclui A. gigantea), bandas pericentroméricas
CMA*/DAPI- foram observadas em quase todos os cromossomos (Berjano et al., 2009). Apesar
de ndo termos detectado bandas pericentroméricas CMA* em A. gigantea, nossos dados de
bandeamento C correspondem exatamente as 12 regides pericentroméricas registradas para essa
espécie por Berjano et al. (2009), bem como para todos os 14 cromossomos de Aristolochia
trilobata. RegiGes cromossémicas pericentroméricas sao sitios preferenciais para a ocorréncia
de heterocromatina constitutiva em plantas (Simon et al., 2015), mas nem sempre sdo
visualizadas bandas com fluorocromos (Barros e Silva et al., 2010) ou mesmo bandeamento C
com Giemsa (Guerra, 1985). No caso das espécies de Aristolochia analisadas aqui, as bandas
C coradas com DAPI demonstraram elevada similaridade em cada par homélogo, sugerindo ser
um marcador cromossémico promissor para a identificacdo dos pares homologos no género.

O género Aristolochia é cariologicamente bastante diversificado, apresentando variacao
tanto em nameros cromossémicos quanto em relacdo a heterocromatina e sitios de DNAr
(Berjano et al., 2009). Contudo, para a se¢cdo Gymnolobus, algumas caracteristicas parecem ser
relativamente estaveis, como o nimero 2n = 14, cari6tipos com cromossomos pequenos € uma
tendéncia para a bimodalidade, especialmente devido a presenca de um par cromossémico
maior na maioria das espécies (Berjano et al., 2009). Em A. gigantea, esse mesmo par
cromossémico € o que exibe a maior quantidade de heterocromatina detectavel, bem como os
sitios de DNAr 35S. Essa caracteristica € semelhante a formacdo do cariétipo bimodal em
Eleutherine (Baez et al., 2019), o que torna o género Aristolochia um grupo promissor para
pesquisas futuras mais aprofundadas sobre a dinamica evolutiva do DNA repetitivo na secéo
Gymnolobus.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, observamos que as espécies Aristolochia gigantea e
Aristolochia trilobata apresentam 2n = 14 cromossomos, com cariotipos ligeiramente
assimetricos, compostos principalmente por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos,
além de um par de acrocéntricos. Por meio do bandeamento com fluorocromos, verificamos a
ocorréncia de um par de bandas terminais CMA*/DAPI~ em ambas as espécies, além de um par
de bandas proximais CMA*/DAPI® em A. gigantea.

Por outro lado, o bandeamento C corado com DAPI revelou 12 bandas
pericentroméricas em A. gigantea e 14 em A. trilobata. Esses dados foram Uteis para a
construcdo de idiogramas para ambas as espécies, com destaque para as bandas C por
possibilitarem mais eficientemente a identificagdo de cada par homdlogo.

Portanto, concluimos que o bandeamento-C possibilitou a visualizagdo de bandas de
heterocromatina constitutiva que ndo foram evidenciadas pela colora¢do com fluorocromos
CMAJ/DAPI.
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