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O CARIOTIPO DE NOTHOSCORDUM PULCHELLUM (ALLIACEAE ),
coM ENFASE NA HETEROCROMATINA E NOs SiTios DE DNAR*

MARCELO GUERRA' e LEONARDO P. FELIX?

Summary: The karyotype of Nothoscordum pulchellum (Alliaceae), with emphasis on the heterochromatin
and rDNA sites. Two populations of Nothoscordum pulchellum Kunth from the Northeast of Brazil were
investigated with several cytological methods in an attempt to obtain a better karyotype characterization. All
thirty individuals analyzed showed 2n = 10 and a karyotype formula of 6M+2A+2T. No chromosomal variation
was found between or within populations. The meioses | and Il of some individuals exhibited anaphase cells
with a characteristic bridge-plus-fragment. After C-banding or CMA/DAPI fluorochrome staining, no
heterochromatin was found, except the one associated with the nucleolus organizer region. It was observed as
a C*/CMA*/DAPI- block occupying the whole short arm of the acrocentric chromosome pair. In situ hybridization
with a 18S+25S rDNA probe labelled the C*/CMA*region, whereas a 5S rDNA probe revealed only a very small
site at the short arm of the second largest metacentric pair. In comparison with other cytologically known
species of the genus, the karyotype of N. pulchellum was distinguished by the presence of a telocentric
chromosome pair, restriction of the nucleolus organizer region to a single pair and a very low amount of
heterochromatin.
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Resumo: Duas populagées de Nothoscordum pulchellum Kunth foram encontradas no Nordeste do Brasil.
Elas foram investigadas com diversos métodos citologicos, procurando uma melhor caracterizagéo do cari6tipo
dessa espécie. Todos os trinta individuos analisados mostraram 2n = 10 e uma férmula cariotipica de 6M+2A+2T.
Nenhuma variagéo cromossémica foi encontrada dentro ou entre as populagdes. A meiose | e |l de alguns
individuos mostrou células em anafase com uma ponte e fragmento caracteristicos. Ap6s o bandeamento C
ou a colorag&o com os fluorocromos CMA/DAPI, néo foi observado nenhum indicio de heterocromatina, exceto
uma banda associada com a regigo organizadora do nucléolo. Essa banda apareceu como um bloco C*/
CMA*/DAPI- ocupando todo a brago curto do par croossémico acrocéntrico. Hibridizagéo in situ com uma
sonda de DNAr 18S+25S marcou a regiéo C*/CMA*, enquanto a sonda para DNAr 5S revelou apenas um
pequeno sitio no brago curto do segundo maior par metacéntrico. Em comparacéo com outras espécies
citologicamente conhecidas do género, o caridtipo de N. pulchellum se distinguiu pela presenca de um par
cromossodmico telocéntrico, restricdo da regido organizadora do nucléolo a um Unico par cromossémico e uma
quantidade de heterocromatina muito baixa. )

Palavras chaves: Nothoscordum, cariétipo, bandeamento C, CMA/DAPI, DNATr.
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INTRODUCAO

O género Nothoscordum é reconhecido como um
grupo extratropical, constituido por cerca de 20 es-
pécies distribuidas pelas regides temperadas e
subtropicais da América do Sul, principalmente
Uruguai e Argentina, além de uma tnica espécie na
América do Norte (Guaglianone, 1972; Crosa;
1996). No Brasil, o género tem sido registrado ape-
nas para a regido Sul, exceto N. inodorum (Soland.
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ex Aiton) Nich. provavelmente originario do Méxi-
co e tornado cosmopolita, ocorrendo no Sul e Su-
deste como ruderal (Lorenzi, 1982; Crosa, 1996).
Citologicamente, o género se caracteriza por apre-
sentar grandes cromossomos, que podem ser
metacéntricos (M) ou telocéntricos/acrocéntricos (re-
presentados indistintamente por diferentes autores
como T ou A, independente de serem rigorosamente
telocéntricos ou acrocéntricos). Como os telocéntricos
sdo- mais raros na natureza, ambos os tipos foram
representados aqui por ‘A, apenas para generalizar a
formula cariotipica dos dados prévios da literatura.
Sao conhecidas espécies diploides, com 2n = 8 (for-
mula cariotipica: 8M) ou 2n = 10 (6M+4A),
tetraploides com 2n = 16 (16M), 2n = 18 (14M+4A)
e 2n =19 (13M+6A) e um hexapldide com 2n = 26
(22M+4A). A espécie mais extensamente estudada
citologicamente € . inodorum [=N. fiagrans (Vent.)
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Kunth], um apomitico com 2n = 19 (13M+6A), con-
siderado por Nufiez et al. (1974) como um comple-
x0 polipléide. Os bragos curtos dos cromossomos
acrocéntricos dessas espécies sdo frequentemente
associados ao nucléolo, mostrando constri¢cdes se-
cundarias com ou sem satélites evidentes (Dyer,
1967; Nufiez et al., 1974; Palomino et al., 1992).
Curiosamente, nenhuma espécie com 2n = 20 é co-
nhecida, embora esse numero tenha sido observado
esporadicamente em plantas cultivadas, em mosai-
cos ou em raros individuos de populacdes naturais
com 2n = 19 (Nufiez ef al., 1974; Nassar & Aguiar,
1978). O caridtipo fortemente bimodal dessas espé-
cies, com bragos cromossdmicos grandes e muito
similares, fizeram do género um exemplo classico
de evolugdo cariotipica por fusdes ou fissdes
céntricas (Jones, 1978).

Neste trabalho € reportada a ocorréncia de uma
espécie diploide de Nothoscordum (N. pulchellum)
em duas localidades do Nordeste brasileiro. O seu
cariotipo foi investigado com diferentes técnicas
(colorag@o convencional, bandeamento C, colora-
¢do com os fluorocromos CMA e DAPI e hibidizagdo
in situ com sondas de DNAr), visando obter um
maior detalhamento estrutural e a localizagdo dos
genes ribossomais, de forma a compara-lo com o de
outras espécies.

. MATERIAL E METODOS

Foram encontradas duas populagdes de
Nothoscordum pulchellum: uma no interior de uma
mata seca na fazenda Macacos, municipio de
Itapororoca, Est. Paraiba, e uma outra em campo
aberto, a beira da rodovia BR-232, no municipio de
Gravatd, Est. Pernambuco. Esta ultima populacio
foi observada por dois anos seguidos florindo no

periodo das chuvas (maio a agosto) e em estado la-

tente durante o periodo de estiagem. Dez individu-
os da Paraiba e 20 de Pernambuco foram plantados
em jarros etiquetados e citologicamente analisados
individualmente. Exsicatas das duas populagdes
estdo depositadas nos herbarios UFP e PEUFR.
) Para a analise citolégica, pontas de raizes fo-
ram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 0,002 M,
durante 24 horas a cerca de 12 °C, e fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol:acido acético glagial). Para a
analise meiotica, botdes florais foram mergulhados
diretamente no fixador de Carnoy. As fixagdes fo-
ram mantidas por 2 a 24 horas a temperatura ambi-
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ente e em seguida estocadas no freezer por tempo
indeterminado.

A coloragdo convencional foi feita com
hematoxilina 1% contendo alimem férrico, como
descrito por Guerra (1999). A técnica de
bandeamento C foi feita de acordo com
Schwarzacher et al. (1980) e a dupla-coloragdo com
os fluorocromos CMA/DAPI foi baseada em
Schweizer (1976). A técnica de hibridizacao in situ
foi empregada para localizar os genes ribossomais
458 (18S+5,8S+258) e o 5S. Para os primeiros, foi
utilizada a sonda SK 18S+25S, contendo fragmen-
tos do DNA ribossomal 18S e 25S, obtidos origi-
nalmente de Arabidopsis thaliana (Unfried et al.,
1989; Unfried & Gruendler, 1990). O DNAr 5S foi
obtido por PCR, a partir do DNA gendmico de
Passiflora edulis, utilizando um par de primers
universais para esses genes. Tanto as sondas para o
DNATr 458 quanto os primers para o DNAr 5S foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dieter Schweizer, da
Universidade de Viena. O procedimento e as condi-
¢Oes da hibridizagdo in situ foram feitos como des-
crito por Moscone et al. (1996). A sonda SK 18S+25S
foi marcada com biotina e detectada com rodamina,
enquanto a sonda para DNAr 5S foi marcada com
digoxigenina e detectada com FITC.

A fotografia em microscopia de campo claro foi
feita com filme Imagelink da Kodak, ajustado para
ASA 25, e as fotos em microscopia de fluorescéncia
foram feitas em T-Max ASA 400 da Kodak.

'RESULTADOS

Plantas de ambas as populagdes de N. pulchellum
mantidas em cultivo no Jardim Experimental do
Departamento de Botanica da UFPE, floraram e fru-
tificaram durante todo o ano. A analise da

‘morfologia floral e alguns outros parametros

vegetativos mostraram que as duas populagdes sdo
idénticas, inclusive no numero de évulos por léculo

"do ovario (1 a 3 em ambas as amostras), considera-

do uma caracteristica importante na separagdo de
algumas espécies (Guaglianone, 1972).

A’ andlise mitotica de todos os individuos das
duas populagdes mostrou sempre 2n = 10 (Fig. 1a),
com trés pares metacéntricos, um par telocéntrico e
um par acrocéntrico possuindo um brago curto muito
pequeno, geralmente descondensado, como uma
constricdo secunddria, algumas vezes com um pe-
queno satélite. Observe na-Fig. la que os
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Fig. 1. Cromossomos mitdticos (a, d) e meidticos (b, ¢) de Nothoscordum pulchellum. a, Metafase mitdtica (2n=10) e nucleo interfasico
corados com hematoxilina. b, Metéfase I mostrando nucléolo associado ao bivalente acrocéntrico (seta). ¢, Final de anafase Il com ponte
e fragmento (seta). d, Metafase mitdtica apds o bandeamento C, revelando a heterocromatina dos acrocéntricos (setas). Barrasemce d
correspondem a 10 im, sendo essa tltima valida também para as fotos a e b. ’

Cromossomos acrocéntricos e telocéntricos nem sem-
pre sdo claramente distinguiveis devido a baixa
colorabilidade do brago curto do acrocéntrico. O
tamanho dos cromossomos, baseado em medicdes
feitas nas cinco melhores metafases coradas com
CMA/DAPI e em duas com bandeamento C, variou
entre 22,33 pm, no par I, e 14,25 pm, no par V.
Entretanto, as diferencas de tamanho entre os
metacéntricos e entre os acro/telocéntricos foram
muito pequenas. Cromossomos B, ou algum outro
tipo de variacdo cromossomica numérica, nao fo-
ram observados.

Em meiose, o comportamento cromossomico foi
normal, com formacdo de cinco bivalentes e um
nucléolo associado ao par acrocéntrico (Fig. 1b). Em

alguns individuos, foram observadas em células de
anafase I e II a formag@o de uma ponte e um frag-
mento acéntrico, frequentemente envolvendo o
cromossomo telocéntrico (Fig. 1c).

Na analise com bandeamento C e com os
fluorocromos CMA e DAPI, os cromossomos apa-
receram uniformemente corados, exceto o braco
curto do par acrocéntrico, que se mostrou fortemente
corado com Giemsa no bandeamento C (Fig. 1d),
muito brilhante com o CMA e fraca ou negativa-
mente corado com o DAPI (Fig. 2a, b). Em algu-
mas células foi possivel observar o bloco C+/CMA+
dividido em dois blocos menores por uma constricao
de tamanho variavel. Nos nticleos interfasicos a
cromatina C+/CMA+ foi quase sempre associada
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Fig. 2. Metafase de Nothoscordum pulchellum (2n = 10) corada com CMA/DAPI, descorada e hibridizada in sifu com as sondas para
0 DNATr45S e 5S. a, Coloragdo com CMA revelando regido mais brilhante no brago curto do acrocéntrice. b-d, a mesma célula vista
com DAPI ap6s hibridizagao in situ (b), mostrando os sitios de RNAr 45S (¢) e mais os sitios de RNAr 5S (setas em d). Barra em d

corresponde a 10 pm.

ao nucléolo, podendo em alguns casos se encontrar
dividida em dois ou mais blocos menores.

‘Na hibridiza¢@o in situ com a sonda para DNAr
458 foi observada uma marcagdo semelhante a re-
velada pelo CMA, marcando todo q brago curto do
acrocéntrico. Nos nucleos interfasicos, os sitios
marcados apareeeram associados ao nucléolo. A Fig.
2b-d mostra a mesma célula que havia sido fotogra-
fada com CMA, hibridizada com as sondas de DNAr
458 e 5S e contracorada novamente com o DAPI.
Em 2b observa-se apenas a coloracdo DAPI apos a
hibridizacdo, revelando uma diferenca de brilho ao
longo de alguns cromossomos que é um artefato
causado por essa técnica em algumas células. A Fig.
2¢ mostra os sitios do DNAr 45S corados com
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rodamina e contracorados com DAPI. A Fig. 2d
mostra a mesma c¢lula anterior revelando simulta-
neamente os sitios para-o DNAr 45S e o 5S. A son-
da para DNAr 58S hibridizou unicamente num sitio
muito pequeno, nos bracos curtos do par
metacéntrico II ou III, formando dois pontos
intersticiais proximos a regido distal. Devido a si-
milaridade muito grande de tamanho entre esses
pares nao foi possivel distinguir com seguranga em
qual dos dois se encontrava o sitio. Nesse caso, con-
sideramos o par Il aquele que apresentava. esse si-
tio. A imagem foi digitalizada para evidenciar me-
lhor os pequenos blocos do DNAr 5S. O idiograma
da Fig. 3 resume esses resultados. ‘

*
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Fig. 3. Idiograma de Nothoscordum pulchellum. Os nimeros romanos na linha superior indicam a numeragao cromossomica. As linhas
inferiores apresentam o comprimento médio total desses cromossomos (T) e o indice centromérico (IC). A regio reticulada do cromossomo
IV mostra a localizag@o dos genes para DNAr 45S e os pontos no cromossomo II indicam o sitio para o DNAr 5S.

DiscussAo

O presente registro de duas populagdes de
Nothoscordum no Nordeste brasileiro, em regido de
clima tipicamente tropical, com baixas latitude e
altitude, sugere que a distribuicio do género na
América do Sul seja bem mais ampla que a atual-
mente reconhecida (Crosa, 1996). As caracteristi-
cas descritas por Guaglianone (1972) para-N.
pulchellum coincidem bem com as do presente ma-
terial, embora esta autora tenha observado dois évu-

los por loculo do ovério enquanto no presente ma-

terial foi encontrada uma maior variagdo (1 a 3),
possivelmente devido ao maior tamanho desta amos-
tra. N. pulchellum, pertencente a secdo Notho-
- scordum, aparentemente era conhecida apenas pelo
material tipo, proveniente do Brasil meridional.
Segundo Guaglianone (1972), esta espécie apresenta
afinidade com N. bonariense (Per§oon) Beauverd e
N. bivalve (L.) Britton. Entretanto, além de algu-
mas caracteristicas morfoldgicas diferenciais impor-

tantes, essas ultimas apresentam numeros
cromossdmicos 2n = 26 e 2n = 18, respectivamente
(Nufiez et al., 1974, Palomino et al., 1992), muito
diferentes do caridtipo aqui reportado. ; ,
Cariologicamente, N. pulchellum se assemelha
bastante as demais espécies diploides de
Nothoscordum com 2n = 10, neste caso, com for-
mula cariotipica 6M+2A+2T. O tamanho dos seus
cromossomos diferiu dos limites de varia¢io obser-
vados por Crosa (1975, 1996) em outras espécies
diploides do género, sendo claramente maiores e
mais similares entre si. A ’
A presencga de pontes e fragmentos, observados
em alguns meidcitos, indica a ocorréncia de indivi-
duos heterozigotos para uma inversdo paracéntrica.
O fato de que essa alteracdo foi vista também em
anafases II, revela que nessa espécie a ponte formada
na meiose I pode persistir até a meiose 1, como ob-
servado em espécies de Aloineae (Brandham, 1977).
O caridtipo de N. pulchellum claramente apre-
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senta um par cromossdmico telocéntrico e outro
acrocéntrico. O brago curto deste ultimo, hibridiza
intensamente com a sonda SK 18S+25S, parecendo
estar constituido basicamente por DNA ribossomal.
A andlise com FISH, e indiretamente as analises
com cromomicina A e com bandeamento C, ndo
deixam davidas de que a regido organizadora do
nucléolo (RON) esta restrita a urm unico par
cromossdmico. Em outras espécies de
Nothoscordum, a presenga de cromossomos
telocéntricos ndo ¢ evidente e os acrocéntricos pa-
recem possuir RONs em todos os bracos curtos. No
tetraploide N. bivalve, por exemplo, os dois pares
acrocéntricos apresentam constricdes secundarias
terminais (Palomino et al., 1992). Em N. inodorum,
Dyer (1967) e Sato (1980) observaram constrigdes
secunddrias nos bracos curtos de todos os

acrocéntricos. Crosa (1996), analisou o cari6tipo de

quatro entidades taxondmicas dipldides e cinco
tetraploides da sec¢do Inodorum de Nothoscordum
com nitrato de prata, que cora as RONs diferencial-
mente, e constatou que todos os bragos curtos dos
acrocéntricos coravam positivamente. O mesmo
autor observou que os seis bragos curtos de uma plan-
ta de N. nudicaule com 2n = 19 hibridizavam in
situ com uma sonda de DNAr contendo os genes
188, 5,8S e 26S. Nuiiez et al. (1974), entretanto,
observaram constri¢des secundarias em apenas al-
guns desses cromossomos. -

Comparando-se a distribui¢cdo de hetero-
cromatina em N. pulchellum e em N. inodorum, a
unica outra espécies do género estudada por técni-
cas de bandeamento, observa-se que, enquanto na
primeira as bandas C foram restritas 8 RON, em N.
inodorum as bandas C ocorreram em duas regides:
na regido proximal dos bragos longos de cinco dos
seis acrocéntricos e subterminalmente em um dos
bragos de trés dos treze metacéntricos (Sato et al.,
1979). Sato (1980) observou que esses trés tipos de
heterocromatina reagem diferentemente com
Giemsa, acridina orange ¢ Hoechst 33258 apos o

tratamento com a técnica de bandeamento C, suge-

rindo que se tratem de sequéncias de DNA diferen-
tes. Por outro lado, a heterocromatina obseryada no
~ cromossomos metacéntrico de N. inodorum tem uma

‘posicdo similar a do sitio para DNAr 5S encontra-
da em N. pulchellum. Em algumas poucas espécies,
o sitio do DNAr 58S parece coincidir com uma fina
regido heterocromatica vista com bandeamento C
(veja, por exemplo, Bennett ef al., 1995). Se essas
regides forem coincidentes nessas duas espécies de
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Nothoscordum, o pequeno tamanho do sitio de
DNAr 5S em N. pulchellum pode ter dificultado a
sua visualizagdo no bandeamento C.

Os dados acima sugerem que as espécies de
Nothoscordum podem apresentar pequenas diferen-
¢as estruturais relacionadas a distribui¢do de ban-
das C e de cistrons ribossomais. A analise de outras
espécies com essas técnicas podem auxiliar na com-
preensdo da enigmatica origem do cariotipo de N.
inodorum (ver Jones, 1978).
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