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RESUMO - Lamiaceae ¢ Verbenaceae correspondem as principais familias da ordem Lamiales
distribuidas nas regides tropicais e temperadas do mundo. Neste trabalho foram feitas analises
citologicas de Aegiphila sellowiana Chamisso, Vitex montevidensis Chamisso e Citharexylum
myrianthum Chamisso, coletadas em diferentes regides da bacia do Rio Tibagi, Parana, Brasil.
Os resultados mostraram que A. sellowiana apresenta 2n = 42 cromossomos, maiores do que 0s
de V. montevidensis (2n = 34) e os de C. myrianthum (2n = ca.104), esta com os menores. Porém,
as trés espécies apresentam nucleos interfasicos do tipo arreticulado a semi-reticulado ¢ padrio
de condensagdo profasico proximal, sem evidéncias de variagdo intraespecifica ou diferengas
interespecificas. No entanto, nossos resultados indicam que, do ponto de vista citolégico (niimero
e tamanho dos cromossomos), individuos das trés espécies podem ser identificados corretamente e
assim, suas sementes serem utilizadas, com seguranca, em programas de restauragdo ambiental na
bacia do rio Tibagi.
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ABSTRACT - Cytological study of Aegiphila sellowiana, Vitex montevidensis and Citharexylum
myrianthum from Tibagi River Basin, Parana, Brazil. Lamiaceae and Verbenaceae are the main
families in order Lamiales distributed in all tropical and temperate regions of the world. In this study,
cytological comparisons were made between Aegiphila sellowiana Chamisso, Vitex montevidensis
Chamisso and Citharexylum myrianthum Chamisso, collected in different areas of Tibagi River Basin,
of Parana State, Brazil. Results showed that A. sellowiana presents 2n = 42 chromosomes, larger than
those of V. montevidensis (2n = 34) and of C. myrianthum (2n = ca.104), which presents the smallest.
The three analyzed species presented interphase nuclei of an arreticulate to semi-reticulate type and a
proximal pattern of prophase condensation, without intraspecific variation or interspecific differences.
Our results indicate that, from a cytological point of view (based on their chromosome numbers and
size), individuals of these three species can be correctly identified and their seeds safely used for
environmental restoration programs in the Tibagi River Basin.
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INTRODUCAO

A determinagdo do nimero cromossomico ¢
um importante auxilio para a identificacdo e para
distingdo de espécies proximas ou sub-grupos
taxondmicos. Essas informagdes também podem ser
essenciais para o esclarecimento de alguns aspectos
evolutivos de diferentes grupos de plantas (Pedrosa
et al., 1999). De acordo com Guerra (2008), a
analise da forma e tamanho dos cromossomos de um

caridtipo pode revelar que rearranjos e aberragdes
cromossOmicas ocorreram na espécie, e/ou explicar
a ocorréncia de esterilidade, barreiras reprodutivas
e/ou outros mecanismos associados ao processo
evolutivo de um grupo vegetal.

A ordem Lamiales constitui um grupo de 23
familias com distribuicdo em todas as regides
tropicais e temperadas do mundo (Cantino, 1992).
As familias Lamiaceae ou Labiatae e Verbenaceae
estdo incluidas na ordem acima referida (APG
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II, 2003). Essas duas familias sfo distinguiveis
principalmente pela inser¢@o do estilete no ovario,
o qual ¢ terminal em Verbenaceae e ginobasico em
Lamiaceae. Contudo, os limites taxondmicos entre as
duas familias ainda ndo foram claramente definidos
(Cantino, 1992).

No presente trabalho, foram estudadas trés
espécies arboreas de fecundagio cruzada: Aegiphila
sellowianae Vitex montevidensis - ambas pertencentes
a familia Lamiaceae, ¢ Citharexylum myrianthum -
pertencente a familia Verbenaceae. Foram avaliados
os numeros de cromossomos, a organiza¢do dos
nucleos interfasicos e os padrdes de condensagio
profasicadessastrés espécies erespectivas populagdes
estudadas. Essas informagdes sdo importantes
para que se possa avaliar possiveis diferencas
cromossdmicas (nimero cromossdmico, forma do
nucleo e padrio de condensagdo cromossdmica)
entre as espécies e respectivas populacdes estudadas,
a serem utilizadas como matrizes para producdo de
sementes, bem como para orientar novas coletas e
a manuten¢do de lotes de sementes para pesquisa,
e ainda para a realizagdo de permutas com outros
viveiros de mudas. Os resultados dessas pesquisas
também podem ser muito uteis para a elaboragdo
de estratégias de conservagdo e recomposicdo de
habitats degradados.

MATERIAL E METODOS

De cada uma das trés espécies estudadas,
foram avaliados cinco individuos, por populacio
amostrada. A localiza¢do, no campo, das matrizes
doadoras de sementes, foi determinada por GPS,
sendo os lotes das sementes colhidas, cultivadas em
tubetes ¢ as plantas mantidas no viveiro de mudas
do Laboratério de Biodiversidade e Restauracio
de Ecossistemas (LABRE), CCB, Universidade
Estadual de Londrina. As amostras foram coletadas
em diferentes locais no Estado do Parana, Brasil, e
estdo discriminadas a seguir.

Material examinado: Aegiphila sellowiana: Arapongas, fazenda Solana
(23°25°11.61”S, 51°25°31.0070, 16.11.2000, A. L. Cavalheiro s/n°
(LABRE, lote 699 6A); Manoel Ribas (24°32°24.47.34”’S, 51°38°20.83”0),
1.VII1.2004, A.L.Cavalheiro s/n° (LABRE, lote 728 8A); Rancho Alegre,
fazenda Congonhas (23°04°06.85”S, 50°54°19.9570), 8.VIL.2004, A.

L. Cavalheiro s/n® (LABRE, lote 535); Sertaneja (23°01°43.41”S,
50°50°32.9170), 31.V.2004, A. L. Cavalheiro s/n® (LABRE, lote 691
6A); Tamarana, fazenda da Prata (23°48°33.68”S, 51°09°42.2370),
15.X11.1999, A. L. Cavalheiro s/n° (LABRE, lote 695 8A). Vitex
montevidensis: Sao0 Jeronimo da Serra, fazenda Endo (23°42°53.00”S,
50°43°46.4670), 14.V.2003, A. L. Cavalheiro s/n® (LABRE, lote 547

SA). Citharexylum myrianthum: Alvorada do Sul, sitio Sdo Domingos
(22°46°47.80”S, 51°13°55.27°0), 15.X1.2002, A. L. Cavalheiro s/n°
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(LABRE, lote 532a 3A); Londrina, fazenda Esperancga (23°18°32.37”S,
51°09°58.7370), 7.X1.2003, E. M. Francisco s/n° (LABRE, lote 665b 1B);
Paiqueré, Londrina, fazenda Figueira (23°31°59.94”S, 51°04°00.22”0),
4.V.2003, A. L. Cavalheiro s/n° (LABRE, lote 672 3A);. Rancho Alegre,
fazenda (23°04°07.38”S, 50°54°20.72”0), 8.VIIL.2002,
A. L. Cavalheiro s/n° (LABRE, lote 452 3A); Rancho Alegre, fazenda
Congonhas (23°04°06.93”S, 50°54°21.1770), 27.VIIL.2002, A. L.
Cavalheiro s/n° (LABRE, lote 540 3A); Rancho Alegre, fazenda Figueira
(23°04°07.19S, 50°54°20.14”0), 12.I1V.2003, A. L. Cavalheiro s/n®
(LABRE, lote 671 4B).

Congonhas

As sementes foram germinadas em tubetes e
vasos; pontas de raizes coletadas e pré-tratadas com
8HQ (8-hidroxiquinoleina, 2mM), por quatro a cinco
horas a 15°C. As amostras foram fixadas em etanol:
acido acético (3:1, v: v) por uma a duas horas. Para
o preparo das ldminas, as raizes foram retiradas do
fixador, digeridas por uma hora em uma mistura de
celulase 4% e pectinase 40% (v/v), e posteriormente
hidrolisadas em HCI 1M a 60°C. As pontas das raizes
foram dissecadas em acido acético 45%, cobertas
com laminulas e esmagadas. As laminulas foram
retiradas apos congelamento em nitrogénio liquido.
O material foi corado com Giemsa 2% e as laminas
permanentes montadas com Entellan. A analise foi
feita em imagens capturadas em um fotomicroscopio
Leica DM 4500 B com o programa IM50 da Leica.
Foram analisados, no minimo, trés metafases, trés
prometafases e trés nucleos por individuo.

RESULTADOS

Os resultados das avaliagdes da organizagdo dos
nucleos interfasicos, dos padrdes de condensacgdo
profasica e dos numeros cromossdmicos — de
cada espécie estudada, ndo mostraram variagdes
intrapopulacionais ou diferengas interpopulacionais.
As trés espécies apresentaram nucleos interfasicos do
tipo arreticulado a semi-reticulado, com diferencas
no tamanho e na por¢do de cromatina condensada.
Aegiphila sellowiana apresentou nucleos de tamanho
intermedidrio em relagdo as outras duas espécies,
com poucas regides de cromatina condensada e com
cromocentros pouco definidos (Fig. 1). Os nucleos
de V. montevidensis foram os menores, com poucas
regides de cromatina condensada, mais cromatina
difusa e alguns cromocentros (Fig.2). Citharexylum
myrianthum apresentou nucleos um pouco maiores
e cromocentros mais evidentes (Fig.7). O padrio de
condensagdo profasico foi do tipo proximal nas trés
espécies (Figs. 3,5,7,8¢9).

Aegiphila sellowiana apresentou 2n = 42, com
predominancia de cromossomos metacéntricos e
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Figs. 1-9. Figs. 1, 3, 4 Aegiphila sellowiana 1. nicleo interfasico; 3. prometafase; 4. metafase. Figs. 2, 5, 6 Vitex montevidensis 2.
nucleo interfasico; 5. prometafase; 6. metafase. Figs. 7-9 Citharexylum myrianthum 7. nucleo interfasico e prometafase; 8. prometafase;
9. prometafase e metafase. Satélites: ver setas nas Figs. 4, 6, 9. Barra = 10 pm.
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submetacéntricos (Fig. 4), segundo avaliacdo de
Guerra (1986). Apesar de ndo termos realizado
medi¢des cromossdmicas, foi possivel observar
que A. sellowiana possui cromossomos maiores
em relagdo as duas espécies analisadas. Em V.
montevidensis foram observados 2n = 34 (Fig. 6) e
em C. myrianthum 2n = ca.104 cromossomos (Fig.
9). Nessas duas ultimas espécies referidas, a forma
dos cromossomos foi de dificil identificagdo, devido
ao tamanho reduzido dos mesmos. Constri¢des
secundarias (satélites) foram observadas em algumas
metafases, mas seu nimero ndo pode ser determinado
com precisdo (Figs. 4, 6 ¢ 9).

DISCUSSAO

Em regra, os numeros cromossdmicos diferem
entre as espécies da familia Lamiaceae, como por
exemplo: n = 11 para Lavandula multifida Linnaeus,
2n = 20 para Cedronella canariensis (Linnaeus)
Willdenow ex Webb & Berthelot e 2n = 32 para
Teucrium viscidum Blume (nimeros cromossdmicos
obtidos do IPCN). Assim como A. sellowiana e V.
montevidensis, a maioria das espécies da familia
apresenta cromossomos pequenos, como observado
para Salvia sclarea Linnaeus (Ozdemir & Senel,
1999). No género Vitex, foram relatadas espécies
com n = 16 para V. cymosa Bertero ex Sprengel
(Molero et al., 2006), 2n = 32 para V. rotundifolia
Linnaeus (Carr, 1978) e 2n = 64 para V. lucens
Kirk (Dijkgraaf, et al., 1995). Porém, 2n = 32 foi o
nimero mais comum entre as espécies do género,
com possivel nimero basico x = 6 ou 8§ (Moldenke
& Moldenke, 1983).

Analises citogenéticas, na familia Verbenaceae,
vém sendo realizadas preferencialmente nas espécies
de interesse farmacologico, como as dos géneros
Lantana Linnaeus e Lippia Linnaeus, como no estudo
realizado por Brandédo et al. (2007). Sanders (1987)
observou que Lantana tem como numeros basicos x
=11 e 12, com poliploidia bastante frequente (2n =
22,24, e 4n = 44 e 48). No género Lippia, x =5 ¢
considerado o niimero basico e os outros nimeros
poderiamserx=6,7, 8 ou9, resultantes de aneuploidia
(aumento) ou poliploidia seguida de aneuploidia
(reducdo), como observado por Viccini ef al. (2005).
Para Citharexylum o nimero basico proposto é x =
9, e numeros mais elevados sugerem a ocorréncia
de poliploidia (Sun et al., 1990). Contudo, ndo foi
possivel determinar se a espécie aqui analisada é auto
ou alopolipldide. Sanders (2001) sugere x = 5 como
o numero ancestral basico para a familia, sendo que
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os numeros x = 6 e¢ 7 poderiam ter sido derivados
por aneuploidia, x = 10 por poliploidia e x = 8 ou
9 reduzidos por aneuploidia. Contudo, a falta de
contagens cromossdmicas em um numero maior de
espécies e populagdes nativas ndo permite reforgar
estas hipoteses sobre os nimeros ancestrais.

Neste trabalho, os numeros cromossdémicos
observados para A. sellowiana (2n = 42), V.
montevidensis (2n = 34) e C. myrianthum (2n =
ca.104) sdo inéditos. Esses numeros, associados a
diversidade de numeros encontrados na literatura
para Lamiales, permitem sugerir que a poliploidia
tenha desempenhado um papel importante na
diferenciacgdo e evolugdo cromossomica desse grupo,
embora os diferentes numeros basicos relatados
para o grupo, permitem sugerir que a poliploidia
tenha sido acompanhada por outros mecanismos de
variagdo numérica. De um modo geral, as Lamiales
apresentam uma tendéncia geral de apresentarem
numeros cromossomicos elevados, uma vez que a
poliploidia ocorre em 80% das angiospermas e ¢ um
dos principais mecanismos evolutivos das plantas
(Masterson, 1994; Levin, 2002).

A falta de analises citologicas mais sofisticadas
e, em especial, citogenéticas, tanto em Verbenaceae
como em Lamiaceae, ndo permite sugerir possiveis
mecanismos que poderiam ter atuado nos processos
de reorganizacdo e diferenciagdo desses caridtipos.
Entretanto, as diferencas aqui observadas, entre as trés
espécies (numeros e tamanhos dos cromossomos),
permitem supor que diferentes mecanismos,
como poliploidia, reorganiza¢do de segmentos de
cromossomos, incluindo ou ndo amplificacdo e/
ou delecdo de segmentos repetitivos, possam ter
organizado os atuais caridtipos. Dessa forma,
para a obten¢do de informagdes sobre as possiveis
reorganizagdes dos cariotipos, seriam necessarios
estudos envolvendo analises cromossOmicas mais
sofistificadas, envolvendo marcadores gerados por
bandeamento e hibridizacdo in situ.

CONCLUSOES

Exceto para V. montevidensis, que teve apenas
uma populagdo estudada, tanto 4. sellowiana como
C. myrianthum nao mostraram diferengas entre
suas populagdes quanto ao nimero cromossémico
e tamanho e caracterizacdo dos nucleos. Seria
necessario obter informagdes sobre o conteudo
génico dos cromossomos para poder sugerir areas de
coletas de sementes visando restauragdes ambientais,
em matrizes de fragmentos florestais na Bacia do Rio
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Tibagi. Porém, a partir das informag¢des obtidas neste
estudo sobre nimeros cromossOmicos, as sementes
poderiam ser permutadas ou repassadas para outros
viveiros de mudas da regifo, uma vez que nio foram
registrados nimeros diferentes nas areas de coletas
de A. sellowiana e C. myrianthum.
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