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RESUMO

Mudancas no nimero e morfologia dos cariotipos sdo considerados importantes mecanismos,
envolvidos na evolu¢do cromossdmica de plantas. O género Hypochaeris (Asteraceac)
compreende 50-60 espécies das quais, cerca de 15 estdo distribuidas no norte da Africa,
Europa, Asia e de 40-50 sio endémicas da América do Sul, considerado o centro de
diversidade do género. Hypochaeris representa um sistema que permite o estudo de diferentes
modelos de evolugdo cromossomica. As espécies da América do Sul mostram
consistentemente cariotipos bimodais e assimétricos associados com nimero bésico de X =4 e
poliploidia. O presente estudo tem por objetivo: estudar pela primeira vez o numero e
estrutura do caridtipo de H. catharinensis, espécie endémica dos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina; identificar variagdes na estrutura cromossdomica usando o método de
coloragdo convencional de Feulgen e bandamento com o fluorocromo GC especifico CMA3,

em dez populagdes de H. catharinensis e cinco de H. lutea. Os caridtipos das duas espécies
mostram o padrdo tipico, com caridtipo bimodal e assimétrico e nimero bésico de x = 4.
Coloragao convencional mostra que todas as populagdes de H. catharinensis apresentam dois
pares de cromossomos (2 € 3) com constrigdo secundaria e apenas pequenas diferencas entre
cromossomos correspondentes de cada populagdo. Entretanto, pequenas diferencas na relacao
de bracos sugerem a ocorréncia de rearranjos estruturais. Bandamento com cromomicina
(CMA3) em H. catharinensis revela uma distribui¢do de blocos GC inédita para o grupo sul-

americano de Hypochaeris. Além de multiplos sinais CMA-positivos distribuidos entre os
cromossomos, trés grandes blocos heterocromaticos sdo vistos nos pares um e dois de H.
catharinensis. Hypochaeris lutea também apresenta poucas varia¢des na estrutura padrdo dos
caridtipos entre as populagdes. Esta espécie se caracteriza pela presenga de constricao
secundaria terminal no brago curto dos cromossomos numero 3. Pequenas diferencas sao
observadas na posicdo dos centromeros entre cromossomos equivalentes. Uma populagdo de
H. lutea, com 37 individuos analisados, mostra-se totalmente poliploide, citotipo inédito para
esta espécie. Sinais CMA-positivos sdo menos freqiientes em H. lutea sendo vistos somente
co-localizados a regido NOR. As similaridades cariotipicas observadas entre as populagdes
das duas espécies investigadas estdo em concordancia com todas as espécies sul-americanas.
Entretanto, a presenga de blocos heterocromaticos ndo usuais para o gé€nero sugere que
rearranjos  estruturais significativos, relacionados com dispersao de blocos de
heterocromatina, podem estar ocorrendo no cariétipo de H. catharinensis. A identificacdo de
um citotipo poliploide em H. lutea fornece suporte que poliploidia ¢ um evento comum na
evolugdo cariotipica de Hypochaeris.

Palavras chave: Asteraceac. Cromomicina A3. Evolugao cariotipica. Hypochaeris. H.
catharinensis. H. Lutea. Poliploidia.
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ABSTRACT

Changes in chromosome morfology and number play an important role in the karyotype
evolution in plants. The genus Hypochaeris (Asteraceae) includes 50-60 species, around 15
found northern Africa, Europe, Asia and 40-50 distributed in South America that is
considered the center of species’diversity. Hypochaeris represents a well suited system to
studying different modes of chromosome evolution. All South American species consistently
have bimodal and asymmetrical karyotypes, combined with a base number of X = 4 and
polyploidy. The main objectives of this study are: to study for the first time the karyotype of
H. catharinensis, an endemic species of Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, in South
Brasil; to assess changes on chromosome number and structure of ten different populations of
H. catharinensis and five of H. lutea, by conventional Feulgen staining and the GC-specific
fluorochome CMA-3. The analysis of basic chromosome morphology show that the two
species have the same karyotype pattern of all South America species already studied, with
bimodal and highly asymmetrical karyotypes and basic chromosome number of X = 4.
Conventional Feulgen staining shows that all populations of H. catharinensis display two
pairs of chromosomes (pairs 2 and 3) with secondary constrictions and only small differences
in size between corresponding chromosomes among populations. However, some variations
are observed in the values of arm ratio, suggesting that structural rearrangements may be
occurring in this species. Chromosome banding with CMA3in H. catharinensis reveals a

novel pattern in the distribution of GC-rich heterochromatin in this species. Three strong
CMA-positive signals are distinguished on chromosomes two and three of H. catharinensis
besides many additional and less intense signals. Hypochaeris lutea also display small
differences on chromosome morphology between populations. This specie is characterized by
the presence of a secondary constriction and associated satellite in the small arm of
chromosome 3. Small differences in the values of arm ratio between corresponding
chromosomes are also observed. One population of H. lutea, with 37 individuals analyzed, is
completely polyploid adding up a novel cytotype for this species. Blocks of GC-rich
heterochromatin (CMA-positive bands) are less frequent in H. lutea occurring only adjacent
to NOR region and satellites on short arm of chromosome 3. The overall karyotypic similarity
of the two species investigated are in compass with all South American Hypochaeris.
However, the presence of blocks of GC-rich heterochromatin, unusual for the genus, suggests
that significant chromosome rearrangements, related to dispersion of heterochromatin, are
occurring in the karyotypes of H. catharinensis. The identification of a polyploid cytotype in
H. lutea gives support that polyploidy is a common event in the karyotype evolution of
Hypochaeris.

Keywords: Asteraceac. Cromomycin A3. Karyotype evolution. Hypochaeris. H.
catharinensis. H. Lutea. Polyploidy..
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1 INTRODUCAO

O género Hypochaeris (Asteraceae, Lactuceae) inclui 50-60 espécies
encontradas no norte da Africa, Europa, Asia e América do Sul. Embora seja representado por
apenas cerca de 15 espécies, o grupo distribuido no Velho Mundo mostra grande diversidade
citologica com numeros basicos variaveis de x = 3, 4, 5, ¢ 6 (Parker et al., 1976; Mugnier e
Siljak-Yakovlev et al., 1987; Barghi et al., 1989; Siljak-Yakovlev et al., 1994; Cerbah et al.,
1995, 1998). A variagdo taxonOmica encontra suporte na classificacao seccional das espécies,
que tem como base caracteres morfologicos (Hoffmann et al., 1893) e em dados
cromossOmicos ¢ moleculares (Samuel et al., 2003), sendo reconhecidas cinco segdes
taxondmicas para o grupo europeu: Seriola; Euhypochaeris; Metabasis; Robertia ¢
Achyrophorus. Entretanto, estudos de filogenética molecular, usando seqiiéncias de regides
internas do rDNA 45S (ITSs) e genes de cloroplastos (trnL-intron e espagador de trnL/trnF ¢
matK) confirmam que as espécies européias de Hypochaeris compreendem um grupo
monofilético (Samuel, et al., 2003). Em contraste, o grupo de espécies da América do Sul,
com 40-50 espécies (Lack 1979; Bortiri, 1999), mostra-se uniforme, com respeito ao niimero
basico dos cromossomos, com X = 4; (Ruas et al., 1995; 2005; Weiss et al., 2003;
Tremetsberger et al., 2006; Weiss-Schneeweiss et al., 2007). A se¢do Achyrophorus, que
inclui algumas espécies européias, era considerada como a Unica se¢do a representar todas as
espécies sul-americanas de Hypochaeris. Apenas recentemente demonstrou-se que o grupo
sul-americano de Hypochaeris ndo ¢ um membro da se¢do Achyrophorus, como sugerido
previamente (Hoffmann et al., 1893), sendo considerado um grupo co-irmdao de H.
angustifolia, uma espécie encontrada no Marrocos com X = 4 (Oberprieler, 2002) e que nio
foi ainda incluida em qualquer classificacdo seccional (Oberprieler e Vogt, 2002;
Tremetsberger et al., 2005). Estes relatos t€ém ndo apenas permitido que inferéncias sejam
feitas sobre a possivel origem das espécies de Hypochaeris do Novo Mundo, a partir de um
ancestral do nordeste da Africa, como também sugere uma possivel ligacdo entre X =5 e X =4
(Tremetsberger et al., 2005). Além disso, estes dados concordam com o processo
relativamente recente e rapido de diversificagdo do género (Samuel et al., 2003,
Tremetsberger et al., 2005). Entretanto, ainda ndo ¢é clara a delimitacdo do grupo sul-
americano de Hypochaeris como um todo, bem como a relagdo entre taxa morfologica e
ecologicamente bem diferenciados, impedindo uma melhor compreensdo das causas e

mecanismos da radiagdo na América do Sul.
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O género Hypochaeris ¢ considerado por Stebbins et al. (1953) como tendo
a maior distribuicdo geografica nao usual dentro da tribo Lactuceae. De fato, o género ¢
considerado um interessante modelo de estudo de biogeografia, pois ainda ndo foi
completamente explicado como este teria chegado da Europa a América do Sul. Alguns
pesquisadores acreditam que os possiveis ancestrais das espécies sul-americanas tenham
chegado pelo estreito de Bering (ou seja, da Asia para a América do Norte), j& que registros
fosseis foram encontrados em ambas as regides (Cerbah et al., 1998b). Entretanto, pelo fato
de ndo existirem espécies vivas na América do Norte na atualidade, essa teoria ndo ¢ bem
aceita. Outros estudos apontam que possivelmente as espécies ancestrais do grupo sul-
americano de Hypochaeris possam ser do norte da Africa e teriam chegado & América do Sul
durante o Plioceno ou Pleistoceno (Tremetsberger et al., 2005). Um fator que confirma a
ancestralidade das espécies européias esta na andlise dos fosseis, que mostram existirem
muito mais eventos de especiacdo naquela regido, quando se compara a quantidade de
espécies de polens ja encontrados, demonstrando, portanto, uma maior pressdo seletiva
(Cerbah et al., 1998b). Evidéncias encontradas através de fosseis de polens mostram que
possivelmente as espécies sul-americanas ndo tiverem apenas um evento inicial de
especiagdo, mas pelo menos dois (Cerbah et al., 1998b). A principio se acreditava que o
ancestral teria sofrido um processo de aneuploidia originando as espécies sul-americanas, mas
as evidéncias citogenéticas e moleculares mostram que ¢ mais provavel ter ocorrido um
processo de mudanga do tamanho do genoma, dado por elementos de transposi¢do e outros
eventos que mudaram a composi¢do cromossomica das espécies ancestrais. Essas evidéncias
encontram suporte nos estudos de distribui¢ao das regides de rDNA 18-25S e 58S, assim como
outros rearranjos na estrutura dos cromossomos (Cerbah et al., 1998a ¢ 1998b; Weiss et al.,
2003, 2007; Ruas et al., 2005).

Tendo como base a grande variagdo morfologica, os diferentes nimeros
basicos de cromossomos (de X = 3 a X = 6) assim como, a pequena quantidade de espécies, a
presenga de todas as se¢des e o fato de co-existir com um género irmdo (Leontodon),
considera-se que o ancestral do género Hypochaeris é de origem européia (Cerbah et al.,
1998). As espécies sul-americanas seriam, portanto, um grupo secundario derivado de um
processo rapido de radiacdo adaptativa, favorecido pelo grande niimero de habitats (desde os
Andes até regides de campos ao nivel do mar), encontrado por um ancestral hipotético de
Hypochaeris. Neste processo, foi favorecido o caridtipo padrdo com cromossomos grandes ¢

em pequeno numero, de cromossomos das espécies sul-americanas (Weiss et al., 2003).
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Enquanto as espécies da Europa e do Mediterraneo de Hypochaeris sdo bem
conhecidas citologicamente (Parker et al., 1976; Mugnier e Siljak-Yakovlev et al., 1987;
Barghi et al., 1989; Siljak-Yakovlev et al., 1994; Cerbah et al., 1995, 1998; Hall ¢ Parker,
1995), muitas espécies sul-americanas ainda carecem de informagdes mais detalhadas (Weiss-
Schneeweiss et al., 2007). Numeros cromossdmicos ja foram determinados para 39 espécies
do grupo de Hypochaeris do Novo Mundo (Stebbins et al., 1953; Siljak-Yakovlev et al.,
1994; Ruas et al., 1995, 2005; Cerbah et al., 1998; Weiss et al., 2003; Weiss-Schneeweiss et
al., 2003, 2007). Todos os taxa sul-americanos ja analisados mostram cariotipos bimodais e
assimétricos muito similares, com dois pares grandes e dois pares pequenos de cromossomos.
Entre as espécies ja estudadas 25 se mostraram totalmente diploides, sete apresentaram tanto
individuos dipléides como polipldides (2n = 4x = 16) na mesma populacao coletada e uma
espécie se mostrou inteiramente tetraploide, H. caespitosa (Weiss et al., 2003).

A aplicagdo de técnicas convencionais de coloragdo e citogenética
molecular permitiram discriminar sete grupos cariotipicos entre as espécies sul-americanas de
Hypochaeris, possibilitando a elaboragdo de hipdteses, relacionadas com as relagdes entre as
espécies. (Cerbah et al., 1998; Weiss-Schneeweiss et al., 2003; 2007; Ruas et al., 1995;
2005). A presenca e o numero de constrigdes secundarias associada ao uso de FISH mostra a
existéncia de um ou dois locos de rDNA 18-25S entre as espécies. Estes locos tem sido
localizados na regido intersticial, no braco curto do cromossomo 2 (loco ausente em algumas
espécies) e na regido terminal ou intersticial no brago curto do cromossomos 3. Cinco dos sete
grupos cariotipicos incluem poliploides. Dados moleculares em Tremetsberger et al. (2006),
apontam que grupos de cariotipos com mais de uma espécie ndo parecem formar grupos
monofiléticos, sugerindo que a evolugdo do género na América do Sul caracterizou-se por
consideravel diferenciagdo cariotipica, resultante de derivagdes independentes a partir de um
ou poucos cariotipos ancestrais. As derivacdes mais marcantes estdo relacionadas com
variacoes na posi¢ao da constricdo secundaria no bragco curto do cromossomo 3, que,
provavelmente, envolve inversdes e/ou transposi¢des € em mecanismos de inativacdo e perda
de genes de rDNA no cromossomos 2 (Weiss-Schneeweiss et al.,2003; 2007; Ruas et al.,
1995; 2005). Entre os diferentes tipos de caridtipos identificados, o grupo Apargioides € o
mais representado, com 17 espécies (Weiss-Schneeweiss et al., 2003; 2007). Espécies do
grupo Aspargioides contém dois pares de locos de rDNA 18-25S, um no braco longo do
cromossomo € outro no brago curto do cromossomo 3, ambos formando constri¢des
secundarias. Algumas espécies poliploides mostram desvios do padrdo aditivo, apresentado

por este grupo, como perda e inativagdo aparente do loco presente em um dos pares de
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cromossomo 2. O unico membro do grupo chondrilloides (H. condrilloides) mostra, o
cromossomo 3 do tipo telocéntrico, em lugar do submetacéntrico usual, com satélites
facilmente identificados através de coloragdo de Feulgen (Weiss-Schneeweiss et al., 2007).
Dois outros grupos pequenos mostram um Unico loco de rDNA 18-25S por genoma,
localizado no brago curto do cromossomo 3. Este loco ¢ terminal no grupo patagonica que
inclui H. patagonica ¢ H. lutea (Ruas et al., 2005; Weiss-Schneeweiss et al., 2007), ou
intersticial no grupo acaulis, que inclui algumas espécies. O ultimo grupo cariotipico
caracteriza-se por um unico loco de rtDNA no cromossomo 2. Este padrdo ¢ visto apenas no
genoma da espécie tetraploide, H. caespitosa (grupo Caespitosa).

O presente trabalho inclui os estudos dos cariotipos de duas espécies de
Hypochaeris (H. catharinensis ¢ H. lutea) de ocorréncia freqiiente no sul do Brasil.
Hypochaeris catharinensis Cabr. esta distribuida em regides altas (800 a 1400m) e frias,
incluindo areas abertas e pedregosas de campo, em associacdo com vegetacdo arbustiva ou
ervas, com predominancia de gramineas e em florestas abertas com araucaria. Pode também
ser encontrada em barrancos de beira de estrada e em ambientes umidos, sendo considerada
uma espécie endémica do sul do Brasil. Sua area de distribuicdo inclui duas regides
fisiograficas ao norte e nordeste do Rio Grande do Sul, sendo de distribuicdo mais ampla no
estado de Santa Catarina, com poucos relados de ocorréncia no estado do Parand (Azevédo-
Gongalvez et al., 2004). Hypochaeris catharinensis ¢ uma erva perene, representando a inica
espécie do género a apresentar raiz fasciculada e rizoma horizontal, sendo esta uma
caracteristica taxonOmica importante para este taxon. As flores apresentam-se liguladas e
atravessam pouco ou nao atravessam as bracteas que, assim como as ligulas, sdo amarelas.
Apresentam flores e frutos em dezembro e janeiro (Azevédo-Gongalvez et al., 2004).

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton tem distribuicdo mais ampla, e pode ser
encontrada em regides frias, altas e de extrema umidade (banhados e brejos) no sul do Brasil,
em associacdo com espécies hidrofilas que sao encontradas, principalmente, em turfeiras e
associadas com Sphagnum sp. (Matzernbacher, 1998). E encontrada predominantemente nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Porém, alguns relatos (cole¢des de herbarios)
mostram ocorréncia desta espécie também em regides montanhosas e de grande umidade nos
estados do Parand, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, bem como no Uruguai e
Argentina (Azevédo-Gongalvez et al., 2004). Hypochaeris lutea é considerada uma erva
perene com raiz pivotante profunda com flores de cor amarela e ligulas, também amarelas,

que ultrapassam as bracteas involucrais. Apresentam florescimento em fevereiro e julho e
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frutificam em fevereiro (Azevédo-Gongalvez et al., 2004), porém, em algumas populagdes,

pode-se observar florescimento entre os meses de novembro e janeiro.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho incluem: a) determinar o padrio de
cariotipo de H. catharinensis, espécie endémica dos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, investigada pela primeira vez em relacdo aos dados cromossomicos; b) identificar
diferengas entre cariotipos de dez populagdes de H. catharinensis e entre caridtipos de cinco
populagdes de H. lutea; c¢) identificar citotipos numéricos e estruturais entre populagdes das
duas espécies investigadas; d) comparar mudancas que podem ser identificadas entre
caridtipos, dentro de espécies, com a dinamica nas mudangas na estrutura cromossdmica €
localizacdo de regides organizadoras do nucléolo; e) identificar os mecanismos envolvidos
nas mudancas cariotipicas e interpretar tais mudangas em um contexto que permita
estabelecer inferéncias sobre as dire¢cdes dos mecanismos de evolu¢do cromossdmica no
género; e f) Identificar variagdes cariotipicas por meio de técnicas de bandeamento com

cromomicina (CMA3).
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ESTRUTURA CARIOTIPICA DE DUAS ESPECIES DE HYPOCHAERIS (H.
CATHARINENSIS E H. LUTEA), ASTERACEAE ENDEMICAS DO SUL DO BRASIL.

Fernando Fiorin e Claudete de Fatima Ruas!

Resumo

Mudangas no numero ¢ morfologia dos caridtipos sao considerados importantes mecanismos,
envolvidos na evolu¢do cromossdomica de plantas. O género Hypochaeris (Asteraceac)
compreende 50-60 espécies das quais, cerca de 15 estio distribuidas no norte da Africa,
Europa, Asia e de 40-50 sio endémicas da América do Sul, considerado o centro de
diversidade do género. Hypochaeris representa um sistema que permite o estudo de diferentes
modelos de evolugdo cromossomica. As espécies da América do Sul mostram
consistentemente cariotipos bimodais e assimétricos associados com numero basico de X =4 e
poliploidia. O presente estudo tem por objetivo: estudar pela primeira vez o numero e
estrutura do cariotipo de H. catharinensis, espécie endémica dos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina; identificar variagdes na estrutura cromossdmica usando o método de
coloragdo convencional de Feulgen e bandamento com o fluorocromos GC especifico CMA3,

em dez populagdes de H. catharinensis e cinco de H. lutea. Os cariétipos das duas espécies
mostram o padrdo tipico, com caridtipo bimodal e assimétrico e nimero basico de X = 4.
Coloragao convencional mostra que todas as populagdes de H. catharinensis apresentam dois
pares de cromossomos (2 ¢ 3) com constri¢do secundaria e apenas pequenas diferencas entre
cromossomos correspondentes de cada populagdo. Entretanto, pequenas diferencas na relacao
de bragos sugerem a ocorréncia de rearranjos estruturais. Bandamento com cromomicina
(CMA3) em H. catharinensis revela uma distribuigdo de blocos GC inédita para o grupo sul-

americano de Hypochaeris. Além de multiplos sinais CMA-positivos distrituidos entre os
cromossomos, trés grandes blocos heterocromaticos sdo vistos nos pares um e dois de H.
catharinensis. Hypochaeris lutea também apresenta poucas varia¢des na estrutura padrdo dos
caridtipos entre as populagdes. Esta espécie se caracteriza pela presenga de constri¢do
secundaria terminal no brago curto dos cromossomos numero 3. Pequenas diferencas sdo
observadas na posi¢dao dos centrdmeros entre cromossomos equivalentes. Uma populacao de
H. lutea, com 37 individuos analisados, mostra-se totalmente polipldide, citdtipo inédito para
esta espécie. Sinais CMA-positivos sdo menos freqiientes em H. lutea sendo vistos somente
co-localizados a regido NOR. As similaridades cariotipicas observadas entre as populacdes
das duas espécies investigadas estdo em concordancia com todas as espécies sul-americanas.
Entretanto, a presenga de blocos heterocromaticos ndo usuais para o género sugere que
rearranjos  estruturais significativos, relacionados com dispersao de blocos de
heterocromatina, podem estar ocorrendo no cariétipo de H. catharinensis. A identificacdo de
um citotipo polipléide em H. lutea fornece suporte que poliploidia ¢ um evento comum na
evolugdo cariotipica de Hypochaeris.
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Palavras chave: Asteracecae. Cromomicina A3. Evolugdo cariotipica. Hypochaeris. H.
catharinensis. H. lutea. Poliploidia.

Abstract

Changes in chromosome morfology and number play an important role in the karyotype
evolution in plants. The genus Hypochaeris (Asteraceae) includes 50-60 species, around 15
found northern Africa, Europe, Asia and 40-50 distributed in South America that is
considered the center of species’diversity. Hypochaeris represents a well suited system to
studying different modes of chromosome evolution. All South American species consistently
have bimodal and asymmetrical karyotypes, combined with a base number of X = 4 and
polyploidy. The main objectives of this study are: to study for the first time the karyotype of
H. catharinensis, an endemic species of Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, in South
Brasil; to assess changes on chromosome number and structure of ten different populations of
H. catharinensis and five of H. lutea, by conventional Feulgen staining and the GC-specific
fluorochome CMA-3. The analysis of basic chromosome morphology show that the two
species have the same karyotype pattern of all South America species already studied, with
bimodal and highly asymmetrical karyotypes and basic chromosome number of x = 4.
Conventional Feulgen staining shows that all populations of H. catharinensis display two
pairs of chromosomes (pairs 2 and 3) with secondary constrictions and only small differences
in size between corresponding chromosomes among populations. However, some variations
are observed in the values of arm ratio, suggesting that structural rearrangements may be
occurring in this species. Chromosome banding with CMA3in H. catharinensis reveals a

novel pattern in the distribution of GC-rich heterochromatin in this species. Three strong
CMA-positive signals are distinguished on chromosomes two and three of H. catharinensis
besides many additional and less intense signals. Hypochaeris lutea also display small
differences on chromosome morphology between populations. This specie is characterized by
the presence of a secondary constriction and associated satellite in the small arm of
chromosome 3. Small differences in the values of arm ratio between corresponding
chromosomes are also observed. One population of H. lutea, with 37 individuals analyzed, is
completely polyploid adding up a novel cytotype for this species. Blocks of GC-rich
heterochromatin (CMA-positive bands) are less frequent in H. lutea occurring only adjacent
to NOR region and satellites on short arm of chromosome 3. The overall karyotypic similarity
of the two species investigated are in compass with all South American Hypochaeris.
However, the presence of blocks of GC-rich heterochromatin, unusual for the genus, suggests
that significant chromosome rearrangements, related to dispersion of heterochromatin, are
occurring in the karyotypes of H. catharinensis. The identification of a polyploid cytotype in
H. lutea gives support that polyploidy is a common event in the karyotype evolution of
Hypochaeris.

Keywords: Asteraceae. Cromomycin A3. Karyotype evolution. Hypochaeris. H.
catharinensis. H. lutea. Polyploidy.
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Introducéo

O género Hypochaeris (Asteraceae, Lactuceae) apresenta dois centros
distintos de distribui¢do, com mais de 15 espécies na Eurdsia e norte da Africa (DeFillips,
1976, Oberprieler, 2002) e 40-50 taxa confinados na América do Sul (Bortiri,1999). As
espécies sul-americanas de Hypochaeris sdo, aparentemente, derivadas de um processo rapido
e recente de especiacdo (Tremetsberger et al., 2005), associado a selegdo de caridtipos
contendo cromossomos de tamanhos relativamente grandes e em pequeno nimero. Diferencas
no numero basico dos cromossomos (X = 3, 4, 5, e 6) (Parker, 1976; Mugnier e Siljak-
Yakovlev, 1987; Barghi et al., 1989; Siljak-Yakovlev et al., 1994; Cerbah et al., 1995, 1998),
associado com caracteristicas morfologicas (Hoffmann et al., 1893), tem sido utilizados para
divisdo seccional das espécies européias de Hypochaeris, possibilitando a identificagdo de
cinco segdes: Seriola; Euhypochaeris; Metabasis; Robertia e Achyrophorus. Estudos de
filogenética molecular usando sequéncias de regides ITS e genes de cloroplastos (trnL-intron
e espacdor de trnL/trnF ¢ matK) confirmam que as espécies européias de Hypochaeris
compreendem a um grupo monofilético (Samuel, et al., 2003). Em contraste, o grupo de
espécies da América do Sul, com 40-50 espécies (Lack et al., 1979; Bortiri, 1999) mostra-se
uniforme, com respeito ao nimero basico dos cromossomos, com X = 4 (Ruas et al., 1995;
2005; Oberprieler, 2002; Weiss et al., 2003; Tremetsberger et al., 2006; Weiss-Schneeweiss
et al., 2007). Estes dados concordam com o processo relativamente recente e rapido de
diversificagdo do género (Samuel et al., 2003, Tremetsberger et al., 2005; 2006). Apenas
recentemente demonstrou-se que o grupo sul-americano de Hypochaeris ndo ¢ um membro da
secdo Achyrophorus, como sugerido previamento por Hoffmann et al. (1893). Analise de
seqiiéncias de DNA tem mostrado que a espécie H. angustifolia, endémica do Marrocos, é co-
irma do grupo de Hypochaeris da América do Sul, sugerindo que um centro secundario de
diversidade surgiu no Novo Mundo apos dispersao a longa distancia, a partir de um ancestral
hipotético do nordeste da Africa (Tremetsberger et al., 2005). Estes dados encontram suporte
também em caracteristicas morfologicas (Galdn de Mera and Vicente Orellana, 1998) e dados
de AFLP (Tremetsberger et al., 2006), ¢ caracteristicas cariotipicas (Oberprieler and Vogt,
2002; Tremetsberger et al., 2005), fornecendo informag¢des importantes que ligam H.
angustifolia ao grupo de espécies do Novo Mundo. Estes achados tém ndo apenas permitido
que inferéncias sejam feitas sobre a possivel origem das espécies de Hypochaeris do Novo
Mundo, a partir de um ancestral do nordeste da Africa, como também sugere uma possivel

ligagdo entre X = 5 e X =4 (Tremestsberger et al., 2005).
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Enquanto as espécies do Velho Mundo de Hypochaeris sao bem conhecidas
citogeneticamente (Parker, 1976; Mugnier e Siljak-Yakovlev, 1987; Barghi et al., 1989;
Siljak-Yakovlev et al., 1994; Cerbah et al., 1995, 1998; Hall e Parker, 1995), muitas espécies
do grupo sul-americano ainda carecem de informag¢des mais detalhadas. Numeros
cromossomicos foram determinados para 39 espécies e dois hibridos interespecificos de
Hypochaeris da América do Sul (Stebbins, 1953; Siljak-Yakovlev et al., 1994; Ruas et al.,
1995; 2005; Cerbah et al., 1998, Oberprieler, 2002; Weiss et al., 2003; Weiss-Schneeweiss et
al., 2003; 2007). Entretanto, estudos cromossomicos detalhados, incluindo FISH, no grupo
sdo reportados para somente 15 espécies (Cerbah et al., 1998, Ruas et al., 2005; Weiss et al.,
2003). Todas as espécies sul-americanas ja estudadas apresentam cariotipos assimétricos e
bimodais, contendo dois pares grandes e dois pares pequenos de cromossomos. A maioria das
espécies ¢ diploide com 2n = 8 (X = 4), com ocasional ocorréncia de poliploidia
intraespecifica e/ou intrapopulacional (Weiss et al., 2003; Weiss-Schneeweiss et al., 2003;
2007). A aplicagao de técnicas citogenéticas tem, entretanto, permitido discriminar sete
grupos distintos de caridtipos bem como, desenvolver hipodteses relacionadas com as relagdes
interespecificas dentro e entre os grupos (Cerbah et al., 1998; Weiss et al., 2003; Ruas et al.,
2005).

Os objetivos do presente trabalho incluem: a) determinar o padrio de
cariotipo de H. catharinensis, espécie endémica nos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, investigada pela primeira vez em relacdo aos dados cromossomicos; b) identificar
diferencas entre caridtipos de 10 populagdes de H. catharinensis e entre cariotipos de cinco
populagoes de H. lutea; c¢) identificar citotipos numéricos ¢ estruturais entre populagdes das
duas espécies investigadas; d) comparar mudangas que podem ser identificadas entre
cariotipos, dentro de espécies, com a dindmica nas mudangas na estrutura cromossomica e
localizacdo de regides organizadoras do nucléolo; e) identificar os mecanismos envolvidos
nas mudancas cariotipicas e interpretando tais mudangas em um contexto que permita
estabelecer inferéncias sobre as direcdes dos mecanismos de evolucdo cromossdmica no
género e f) Identificar variagdes cariotipicas através de técnicas de bandeamento com

cromomicina (CMA3).

Materiais e Métodos

Obtencao e Manuteng¢ao das Plantas
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O presente estudo inclui analise cromossomica de 10 populacdes de H.
catharinensis e cinco populagdes de H. lutea, espécies de ocorréncia freqiiente nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil. Hypochaeris catharinensis Cabr. ocorre em
regides altas (800 a 1400m) e frias, incluindo areas abertas e pedregosas de campo, em
associagdo com vegetagdo arbustiva ou ervas, com predominancia de gramineas e em florestas
abertas com araucaria. Pode também ser encontrada em barrancos de beira de estrada e em
ambientes umidos, sendo considerada uma espécie endémica do sul do Brasil. Sua éarea de
distribui¢do abrange também duas regides fisiograficas ao norte e nordeste do Rio Grande do
Sul, com poucos relados de ocorréncia no estado do Parana (Azevédo-Gongalvez et al., 2004).
Hypochaeris catharinensis ¢ uma erva perene, representando a tnica espécie do género a
apresentar raiz fasciculada e rizoma horizontal, sendo esta uma caracteristica taxondmica
importante para este taxon. As flores apresentam-se liguladas e atravessam pouco ou nao
atravessam as bracteas que, assim como as ligulas, sdo amarelas. Apresentam flores e frutos
em dezembro ¢ janeiro (Azevédo-Gongalvez et al., 2004).

Hypochaeris lutea (Vell.) Britton tem distribui¢do mais ampla ocorrendo
predominantemente e em regides altas e frias com extrema umidade (banhados e brejos), em
associagdo com espécies hidrofilas que sdo encontradas, principalmente, em turfeiras e
associadas com Sphagnum sp., nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Matzernbacher, 1998). Alguns poucos relatos (cole¢des de herbarios) mostram esta espécie
também em regides de montanha e grande umidade nos estados do Parana, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais, bem como no Uruguai e Argentina (Azevédo-Gongalvez et al., 2004).
Hypochaeris lutea é considerada uma erva perene com raiz pivotante profunda com flores de
cor amarela e ligulas, também amarelas, que ultrapassam as bracteas involucrais. Apresentam
florescimento em fevereiro e julho e frutificam em fevereiro (Azevédo-Gongalvez et al.,
2004), porém, em algumas populacdes pode-se observar florescimento entre os meses de
novembro e janeiro. Amostras de 30 a 40 plantas foram obtidas de dez populagdes naturais de
H. catharinensis ¢ de cinco populagdes de H. lutea. As plantas coletadas sdo mantidas em
casa de vegetacdo para andlise (Tabela 1). Amostras de cada espécie por populacao
encontram-se depositadas no Herbario do Departamento de Biologia Animal e Vegetal, na

Universidade Estadual de Londrina (UEL).
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Preparagdes Cromossomicas

As preparagdes cromossomicas foram obtidas a partir de meristemas
radiculares coletados de plantas cultivadas em casa de vegetagao, ou de sementes germinadas
sobre papel de filtro umedecidos e mantidos em placas de petri por alguns dias. As raizes
foram pré-tratadas com uma solugdo saturada de 8-hidroxiquinoleina (0,02g em 100mL de
agua destilada) por 3:15 horas a 8°C, fixadas em uma solucdo de etanol:4acido acético (3v:1v)
por 24 horas e guardadas a -20°C até a preparacdo das laminas.

Os cromossomos metafasicos foram obtidos a partir de raizes submetidas ao
método de coloracdo convencional de Feulgen, com reativo de Schiff. As raizes foram lavadas
em agua destilada para remover o fixador, hidrolisadas em HCl 1N PA por 11 minutos a
60°C, lavadas e coradas com o reativo de Schiff no escuro por 1-2 horas. Apds coloracio e
lavagem em 4gua destilada, os meristemas radiculares foram esmagados com um bastdo de

cobre, em uma gota de carmin acético (Riedel) a 1%. As laminulas foram removidas apds

congelamento das ldminas em freezer a - SOOC por 2 horas. A montagem das laminas
permanentes foi feita com uso de Permount (Fisher). Os nimeros cromossdmicos por espécie
e para cada populagdo foram determinados para pelo menos 20 células.

Para as medidas cromossdmicas, pelo menos cinco metafases bem
espalhadas e tomadas aleatoriamente foram examinadas em um fotomicroscopio NIKON
Eclipse E600, equipado com uma camera fotografica modelo Cool SNAP cf (Photometrics).
As imagens fotograficas foram armazenadas em microcomputador e processados usando o
programa de imagens Adobe Photoshop C2, usando somente aquelas fungdes que podem ser
aplicadas, uniformemente, em toda a imagem. Os cdalculos usados para as medidas
cromossomicas foram feitos com recursos do programa Excel (Microsoft). As medidas
cromossomicas incluem: medidas do tamanho absoluto de cada cromossomo (em
micrometros), tamanho relativo (em porcentagem) também de cada cromossomo, medida do
tamanho absoluto do complemento hapléide (em micrometros), determinacdo do indice de
assimetria cariotipica, obtido pelo célculo da soma dos bracos maiores de cada par de
cromossomos divididos pelo conjunto haplodide, e relacdo de bracos de cada cromossomo
(brago maior / brago menor). Os valores de relagdes de bragos foram usados para classificagao

dos cromossomos conforme o critério descrito em Levan et al. (1964).
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Bandamento com Cromomicina (CMA3)

As preparagdes cromossomicas usadas para bandamento por fluorescéncia

com CMA3 seguiram a metodologia utilizada em Ruas et al 2005 e foram deixadas para
envelhecer por trés dias e entdo submetida ao mesmo protocolo utilizado para técnica de

Banda C, sendo incubadas em uma solu¢do de 4cido acético a 45% a 60 C por 10 minutos. As

laminas foram lavadas em dgua destilada e tratadas com uma solucdo de Ba(OH)2 a 5% por 5

minutos a temperatura ambiente. Em seguida as preparacdes foram tratadas com 2x SSC a 60
°C por 1 h e 20 minutos, lavadas em agua destilada e secas ao ar. As laminas foram deixadas
para envelhecer por trés dias e entdo incubadas em tampao Mcllvaine (acido citrico 0,1M,

NazHPO47H2O 0,2M, pH 7.0) por 10 minutos e coradas com CMA3 (0.5mg/mL em tampao

Mcllvaine com MgCI2 2,5 mM) por 1 h e 30 minutos em uma camara escura. As preparacoes
foram montadas em uma mistura de glicerol e tampao Mcllvaine (1:1), sendo as laminas
deixadas para envelhecer por mais trés dias. As metafases foram examinadas em um
fotomicroscopio NIKON Eclipse E600, equipado com uma camera fotografica modelo Cool
SNAP cf (Photometrics) usando filtro seletivo. As imagens fluorescentes foram fotografadas,
armazenadas em microcomputador e processados usando o programa de imagens Adobe
Photoshop C2, usando somente aquelas fun¢des que podem ser aplicadas, uniformemente, em

toda a imagem.

Resultados e Discussao
Coloragao convencional

Os dados obtidos com as medidas cromossomicas foram utilizados para
identificar a formula cariotipica para cada uma das populagdes de H. catharinensis ¢ H. lutea
(Tabelas 3, 6 e 7). As figuras metafésicas, obtidas pelo método de coloragao convencional de
Feulgen, e os ideogramas das duas espécies sdo mostrados nas Figuras 1, 2, 3 e 4,
respectivamente.

Microfotografias das metafases mitdticas e os ideogramas de cada uma das
populagdes de H. catharinensis sdo apresentados nas Figuras 1 ¢ 2, respectivamente. Dados

cromossomicos sdo inéditos para H. catharinensis e representam uma importante contribuigdo
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para a compreensao dos mecanismos de diversificagdo do grupo sul-americano. As medidas
cariomorfométricas das populagdes de H. catharinensis sdao apresentadas nas Tabelas 2 ¢ 3.

Anadlises cariotipicas de cada populagdo de H. catharinensis permitiu a
identificacdo de diferencas significativas no tamanho absoluto do complemento haploide,
variando de 13,39 + 2,57 para a populagdo do Pico Monte negro (RS) a 22,41 + 7,41 para a
populagdo de Bom Retiro (SC) (Tabela 2). Os indices de assimetria sdo altos em todas as
populacdes (Tabela 3), variando de 71,73 + 0,75 para a populagdo de Rancho Queimado (SC),
até 78,72 £+ 0,82 na populacdo de Bom Retiro (SC). Este ¢ um padrao caracteristico que tem
sido, consistentemente, observado nas espécies sul-americanas de Hypochaeris (Stebbins,
1953; Siljak-Yakovlev et al., 1994; Ruas et al., 1995; 2005; Cerbah et al., 1998, Oberprieler,
2002; Weiss et al., 2003; Weiss-Schneeweiss, 2003; 2007). Na analise comparativa dos dados
cariomorfoldgicos identifica-se pequenas variagdes no tamanho absoluto entre cromossomos
correspondentes entre as populagdes analisadas (Figuras 1 e 2). Além disso, variagcdes na
relagdo de bracos (Tabela 3) sugerem que rearranjos, como inversdes e transposi¢cdes de
segmentos cromossdmicos podem estar ocorrendo nestas populacdes. Eventos que levam a
diversificagdo cariotipica, tem sido relatado em outras espécies de Hypochaeris (para revisao
ver Weiss-Schneeweiss et al., 2007) e sdo considerados como uma caracteristica marcante no
grupo sul-americano, que tem mostrado entre outros rearranjos, mudancas subitas no tamanho
dos cromossomos, possivelmente por dele¢do ou amplificacio do DNA satélite, atividades
dos retrotransposons ou mesmo reorganizagdo do DNA ribossomico ( Ruas et al., 2005;
Weiss-Schneeweiss et al., 2007).

Outra caracteristica cromossdmica importante observada nestas populagoes
de H. catharinensis ¢ a presenca de constrigdes secundarias na regido intersticial do brago
longo do cromossomo dois e na regido proxima do centromero do cromossomo trés. Isso
permite classificar a espécie H. catharinensis em um dos sete grupos cariotipicos, que tem
sido definidos, pelas técnicas convencionais de coloracao e citogenética molecular, para
separagdo das espécies sul-americanas (Ruas et al., 1995; 2005; Cerbah et al., 1998; Weiss-
Schneeweiss et al., 2003; 2007). Entre os sete grupos existentes H. catharinensis se encaixa
no grupo aspargioides, que se caracteriza por possuir constricdes secundarias no brago longo
do cromossomo dois € no brago curto do cromossomo trés. Este ¢ o maior grupo dos sete
identificados, com dezessete espécies ja incluidas por possuirem essas mesmas caracteristicas.

Os dados das analises cromossomicas para as populacdes de H. lutea sdo
mostrados na Tabela 4. As metafases mitdticas e ideogramas identificadas para cada

populagdo sao apresentadas nas Figuras 3 ¢ 4.
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As populagdes de H. lutea apresentam menor variagdo na estrutura
cromossOmica entre as populagdes. Hypochaeris lutea se caracteriza por apresentar um
caridtipo representado pela formula 2n = 2X = 4st + 2m-sat +2m, com uma constri¢do
secundaria subterminal associada aos satélites no brago curto do cromossomo 3. Este padrao
foi descrito para H. rozengurtii, sinonimia de H. lutea, por (Ruas et al., 1995, 2005).
Comparativamente, o tamanho absoluto do complemento haploide apresentou pouca variagao,
sendo o menor (13,71 £ 1,60) e o maior valor (18,52 + 3,48) identificados para as populagdes
da Serra da Rocinha-RS e para a populagdo de Rancho Queimado-SC, respectivamente
(Tabela 4). Os indices de assimetria dessas populagdes também sdo valores altos, variando de
73,33 + 0,74, na populacao de Guaiba-RS até¢ 75,19 £ 0,75 na populagdao de Sao Joaquim-SC
(Tabela 5). Os dados de morfologia cromossomica de H. lutea mostram um cariétipo mais
uniforme, sugerindo que rearranjos cromossomicos sd3o menos freqiientes nesta espécie.
Quando classificado dentro dos sete grupos cariotipicos ja mencionados, H. lutea ¢
classificada dentro do grupo patagonica, que se caracteriza por possuir uma constricao
secundaria no cromossomo dois e pela presenca de satélites no braco curto do cromossomo
trés. Esse grupo conta com a presenga de apenas trés espécies: H. patagonica, H. lutea e H.
alba.

Neste estudo foi identificada a ocorréncia de uma popula¢do de H. lutea,
localizada na Serra do Rio do Rastro, Mun. Bom Jesus da Serra, SC, totalmente polipldide
(Figuras, 3 e 4). A ocorréncia de poliploidia ¢ relativamente freqiiente entre as espécies de
Hypochaeris da América do Sul, ocorrendo em varios grupos cariotipicos (Weiss-
Schneeweiss et al., 2007), sugerindo que poliploidizagdo ¢ um processo ativo no género. Em
Hypochaeris, citotipos poliploides tem sido identificados somente ao nivel tetraploide até o
momento sendo que, em geral, individuos tetrapldides coexistem com diploéides na mesma
populagdo (Weiss-Schneeweiss et al., 2007), sugerindo uma origem autopolipléide. Na
populagdo de H. lutea, todos os 37 individuos analisados foram poliploides. Este resultado
acrescenta um dado inédito para H. lutea. Em Hypochaeris o nimero de sitios de rDNA de
citotipos poliploides aumenta aditivamente, assim como observado em outros grupos de
plantas (de Melo e Guerra, 2005; Mishima et al., 2002; Clarkson et al., 2005). Entretanto, em
algumas espécies, como H. caespitosa, ocorre perda total de um dos locus (Weiss-

Schneeweiss et al., 2007).

Distribuicao de Bandas CMA-Positivas



28

Preparacdes cromossomicas de cinco das dez populagoes de H.
catharinensis usadas no estudo foram submetidas ao tratamento para banda C e coradas com

cromomicina (CMA3), para identifica¢do de regides de heterocromatina rica GC (Figura 5, A-

G). A andlise dos cromossomos metafasicos mostrou, em quatro (Cambara do Sul-RS, Lages-
SC, Pico Montenegro-RS, e Rancho Queimado-SC) das cinco populagdes submetidas ao
procedimento, a presenca de trés blocos CMA-positivos de grande intensidade. Dois destes
sinais intensos foram identificados no cromossomo 2, na regido subtelomérica no braco longo
e adjacente a constricdo secundaria no brago curto. O outro sinal intenso CMA-positivo foi
observado préoximo do telomero no brago longo do cromossomo 4. Além disso, varios sinais
CMA-positivos adicionais e de menor intensidade foram identificados em regides intersticiais
nos pares 2, 3 e 4. A presenca de muitos sinais CMA-positivos pode ser confirmada pela
analise dos nucleos interfasicos, como mostrado para a populacdo de Cambara do Sul, RS
(Figura 5F). A populacao de Sao Joaquim, mostrou poucos sinais CMA-positivos de menor
intensidade adjacente a constricdo secundaria, no cromossomo 3, além de sinais de pouca
intensidade em posi¢des intersticiais em outros cromossomos (Figura 5E). Os ntcleos
interfasicos desta populagdo também mostram que sinais CMA-positivos sdo menos
freqlientes (Figura 5G). A distribuigo caracteristica de blocos de heterocromatina rica em GC
observada em H. catharinensis contrasta com dados descritos para outras espécies do género.
A associacgdo entre bandas CMA-positiva com constrigdes secundarias (locos de rDNA) foram
descritas para outras especies de Hypochaeris (Cerbah et al., 1995; 1998a; Ruas et al., 2005),
bem como em outros grupo de plantas (Galasso et al., 1995, 1998; Fukui and Nakayama,
1996, Vanzela et al.,, 2002). A quantidade e a intensidade de sinais CMA-positivos,
identificados nos cromossomos de H. catharinensis mostram que esta espécie apresenta um
padrdo distinto de heterocromatina, nunca reportado dentro do género. Estes dados sugerem a
existéncia de um mecanismo que pode estar atuando na dispersdo de segmentos
heterocromaticos nesta espécie.

Metafases mitoticas das cinco populagdes de H. lutea coradas com CMA3

mostram o mesmo padrdo ja descrito para esta espécie (Ruas et al., 2005). Blocos CMA-
positivos de intensidade média foram identificados na constricdo secunddrias e nos satélites
no braco curto do cromossomo 3. Sinais adicionais de pouca intensidade ocorrem em regides
intersticiais nos bragos curto ¢ longo do cromossomo 2 (Figura 7, A-F). Entretanto, na
populagdo de H. lutea da localidade Serra da Rocinha, verificou-se auséncia de sinal CMA-

positivo no satélite do cromossomo 3, enquanto um grande bloco de heterocromatina rica em
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GC foi detectada no brago longo deste mesmo cromossomo, sugerindo a ocorréncia de
eventos de quebra e transposicao de segmentos heterocromaticos no cromossomo 3 (Figura
7E).

Diferengas cariomorfologicas em Hypochaeris catharinensis e H. lutea
incluem pequenas variagdes no tamanho e na morfologia dos cromossomos entre as
populagdes, além de diferengas mais marcantes nos padrdes de distribuicao de bandas CMA-
positivas. Estes resultados sugerem que rearranjos cromossomicos, envolvendo dispersdo de
segmentos heterocromaticos, sdo eventos ativos na evolugdo dos cariotipos destas espécies.
Além disso, a identificacdo de uma populagdo de H. lutea totalmente poliploide confirma que
eventos de poliplodizacdo sdo de ocorréncia comum entre as espécies sul-americana de

Hypochaeris.
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Tabelal- Populagoes de H. catharinensis e H. lutea, com as respectivas areas de coleta,
numero cromossomico, numero de coleta e nimero de colecao do Herbario

FUEL.
[Espécies Nimero de  [Origem, mimero das coleta, imero de colecio (FUEL) e coletores
CIOMOSSOMOS
(2n)
H. catharinensis 8 Fodovia entre Angelina e Rancho Queimado. Mun. de Angelina, SC,
(Cabrera 842m. (350/08), s/n. Collectors: CFR. PME_ EU
8 F.odovia a 2Km de Bom Jesus da Serra, SC. Bosque com araucarias em|
direcdo a Sao Joaquim 1214m (356/08). s/n. Coletores: CFR. PME_ EU
8 Fota Bom Retiro antes de Aguas Brancas, RS, 887m (354/08), s'n.
Coletores: CFE_ PME.
8 Rodovia entre Cambard do Sul a 530 Francisco de Paula, Skm de
Cambara do Sul, RS, (28/06), FUEL no. 42237. Coletores: NIM. CFR.
PME. MAO
8 Mun de Lages, SC, (18/06), FUEL: no. 42.228. Coletores: NIM, CFR.
PME.MAO
8 Mun. de Monte Alegre dos Campos, RS, pradania modificada, (361/08),
s/n. Coletores: CFR, PME_ EU.
8 Pico Montenegro Mun. Sio José dos Ausentes, RS, 1403m (19/06),
FUEL no. 42239, Coletores: NIM. MAO, CFR. PMR
8 Rodovia SC 282, Km 82, Mun. de Rancho Queimado, em frente sede]
Ranchos Rurais. Horf Gottingen (04/07), FUEL n. 40656. Coletores:
CFE_ PMRE. TIN.
8 Fodovia entrada de S3o Joaquim, SC, Temeno pedregoso, (08/07),
FUEL no. 40.652. Coletores: CFR. PMRE_ TIN
8 Mun de Bom Jesus, RS, campo pastoreado, 1km em direcdo a Vacaria,
1044m, (360/08), s/n. Coletores: CFR, PMR_EU.
H. Intea 16 Serra do Rio do Rastro, Mun. Bom Jesus da Serra, SC (07/07), FUEL
Vell.) Britton. no. 40654, Colefores: CFF. PME. TIN.
8 Fazenda Sio Maximiano, Mun de Guaiba, ES (02/08), FUEL no.
42235, Coletores: NIM, MAO, CFR. MPR
8 Fodovia 282 Mun. Rancho Queimado, SC., (352/08), s/n. Coletores: EU,
CFR_PMR
8 F.odovia entre Sdo Joaquim Bom Jardim da Serra, SC (08/07). FUEL no.
140652 . Collectors: CFR, PMR. TIN.
8 Serra da Rocinha, entre os estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarma. (17/06), FUEL no. 42248 Coletores: NIM. MAO, CFE. PMR

Abreviag@o do nome de cada coletor: CFR, Claudete de Fatima Ruas; PMR, Paulo Mauricio Ruas; TIN, Thiago
Jhonas Nakaiama; NIM, Nelson Ivo Matzenbacher, EU, Estrella Uturbey.



Tabela 2 — Dados morfométricos das populagdes de H. catharinensis. Tamanho total do

complemento hapléide (HCL) em micrometros.

Par cromossomico

1 - 3 4 HCL®
Populacio
Tamanhe abselure (nm)
Angelina (5C) 633136 4801381 245=021 192=03%5 1559 = 3,74
Bom Jesus (BS) 833112 £69=11% 2,77=051 137=046 19816=324
Bom Jezusz da Serra (5C) 8,53=1.90 630178 318=0,74 149=054  I051=496
Bom Retire (5C) 2.87=140 TIB=£27Y  346=093 180=121 241=741
Cambara deo Sul (ES) 6,16 =136 427=1L00  233=04T7  196=040 14,72 = 3,23
Lages (5C) 570119 400083 219=041 1.83=032 13,72 = 2,75
Monte Alegre dos Campos (BS) 8,00=1,22 2357093 248=056 114035 18,19 = 3,06
Pico Montenegra (B5) 563=1,04 390=0"79 208=037 1782037 1339=137
Ranche Queimade (5C) 654144 4732073 256=040  223=040 16,08 = 3,15
Sie Joaguim (5C) 619=144 419088 223=046 187=032 1457 =124

Tamanhe relanve (%)
Angelina (50)
Bom Jesus (RS)
Bom Jesusz da Serra (5C)
Bom Retira (5C)
Cambara do Sul (R5)
Lages (5C)
Monte Alegre dos Campos (BS)
Pico Montenegro (RS)
Rancho Queimado (5C)
Sio Joaquim (5C)

Relagie de Brages (L&)
Angelina (5C)
Bom Jezusz (RS)
Bom Jesusz da Serra (5C)
Bom Retiro (50)
Cambara do Sul (R%)
Lages (5C)
Monte Alegre dos Campos (BS)
Pico Montenegro (RS)
Rancho Queimade (5C)
Sio Joaguim (5C)

40,60 = 1,25
$243=119
41.50= 343
39,88 = 4,95
41,85 = 1,19
41,55 =197

4193=114
42,05 = 1,80
4067=119

4143=119

387 =068
424 =057
166=092
469122
3,88 =068
360 =059
4,03 = 10,61
3820482
327077

154050

31,37+2,77
29,70 = 2,18
30,72+ 337
3149507
29,01 = 2,11
1915179
30,62 1,99
19,13 = 1,68
19.43=194
1944170

356091
4812057
4,35.20,89
4732137
340=0,50
3452041
3,80 = 0,46
3,25=040
3232045
3,212042

15,72 1,97
14,46 = 1,87
15,50 = 2,85
15,44 = 4,19
15,83 = 1,85
15,96 = 1,58
13,63 =1,81
15,53 = 1,47
15,92 =1,77

15,31 =1,45

1,66 = 0,11
1,86 = 0,26
197 =0,38
243 =049
1,78 = 0,28
1,67 =10,20
1,56 =0,28
1.54=0,18
1,520,20

1,64 = 0,18

1,32=2,04
12,37 =185
12,14 = 2,75
12.49 = 4,31
13,32 =181
13,34 =153
11,76 = 1,70
13,29 = 147
13.99=1,77
12,83 = 1,43

1,98 = 0,18
1,84=10,23
1,71=0,27
2,01 = 0,61
1,43=10,20
1.44=10,16
1,74= 10,18
1,60 = 0,18
1,54= 10,20
1,56 = 0,16

*HCL = sigla em inglés da expressdo Total Haploid chromossome lenght.
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Tabela 3 — Medidas dos caridtipos de Hypochaeris catharinensis investigados

Populacies Formula Cariotipica AsT? RI"
|A.uge]j1m (50) 4st + 4m 7473076 3.30
Bom Jesus (RS) 45t + 4sm 720,74 352
Bom Jesus da Serra (5C) 45t + 4sm 7549+0,77 342
Bom Retiroe (5C) 4st + 4sm 78,71 +0,82 317
Cambara a Sio Feo de Paula (RS) 4st+ 2sm + 2m 73,00+0,70 315
Hotel Vale das Trutas - Lages (SC) 4st+ 4m 73,22+:0,74 311
Monte Alegre dos Campos (RS) 45t +2m + 2sm 75,280,714 374
Pico Montenegro (RS) 45t + 4m 7286 0,75 3l6
Rancho Queimado (5C) 43t + 4m 71,73 +£0,75 2,90
Sao Joaguim (5C) 4st + 4m 72,58+£0,73 3.32

* Asl = sigla em inglés da expressdo Asymmetry index.
b

RI = sigla em inglés da expressdo Ratio Longest/Shortest pair.
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Tabela 4 — Dados morfométricos das popula¢des de H. lutea investigadas. Tamanho
total do complemento hapléide (HCL) em micrometros.

Par cromossomico

Populacio 1 2 3 4 HCL®
Tamanho absolnio (um)
Guaitba (RS) 6,16=1.08 460=084 233042 192=032 1501=266
Rancho Queimado (SC) 811=145 557=133 258=0,38 227=032 1852=348
Siio Joaguim (SC) 6,76 =101 494=078 265053 210=051 1645=284
Serra da Rocinha (RS) 567=045 421045 213035 1,70=036 13,71=1.60
Tamanho relative (%)
Guaitha (RS) 41,04 1,87 30,65£1,75 1552154 12,70+1,49
Rancho Queimado (SC) 43,70 +2.46 30,08+=240 1393+193 1226+190
Siio Joaguim (SC) 41,09+192 3003+1581 1611=+168 12,77+167
Serra da Rocinha (RS) 41,36 =102 30,71+1,02 1554=+097 1240+0,98
Relagdo de bragos (L/S)
Guaitba (RS) 372054 365042 154021 1,70+0]16
Rancho Queimado (SC) 358072 332067 195+ 019 144=+0]16
Sio Joaguim (SC) 375£0,50  413+£036 180+026 1,70+0.25
Serra da Rocinha (RS) 341+0,22 380=016 168+0]17 154=+0]18

*HCL = sigla em inglés da expressdo Total Haploid chromossome lenght.
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Tabela 5 — Dados morfométricos de cromossomos da populagdo poliploide de H. lutea
investigada. Tamanho total do cromossomo hapléide (HCL) (um)

Par eromossomico
Populacio 1 ] 3 i 5 § ! ) H(L'
Bom Jesus da Serra (8C)
Tamanho absaluto (um) G9=100  870=089 448086 416=080 2192037 199=036  18E=03D 167=030  BM=EN0
Tamanho relativa (%) U030 008=3M 1586=198 14M=188  TMe=lT T0RelTd 68=lT1 81=lTO
Relaci de braces (L19) S0 B=080 3l=048  AM=041 LA=008 1A0=008 147006 L3=018

a

HCL= Sigla em inglés da expressdo Total chromossome lenght.

Tabela 6 — Medidas dos cariétipos das populagdes diploides de Hypochaeris lutea

investigadas
Populations Karvotype formula Asl’ RI°
(uaiba (RS) fst+2m=sat+2m T333=074 321
Rancho Queimado (5C) fst+2sm-sat+2m  T376+0.71 357
5a0 Joaquim (5C) fst+2sm-sat+2m  T310+=0,75 322
Serra da Rocinha (RS) fst+2m-sat+2m  T353+£065 333

* Asl = sigla em inglés da expressdo Asymmetry index.
b

RI = sigla em inglés da expressdo Ratio Longest/Shortest pair.

Tabela 7 — Medidas dos cariétipos da populagdo poliploide de Hypochaeris lutea
investigada

Populations Karvotvpe formula &F RE
Bom Jesus da Serra (5C) §st+4m-sat+4m  TL12£074 47
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Tabela 8 — Distribui¢do de bandas de Cromomicina (CMA3) em populacdes de
Hypochaeris catharinensis

Populacio hﬂmem e distribuicio das bandas de Cromomicina (CMA;)

Cambara do Sul (BS) 2(CS do BL e BC do par 2); 2 (CS do BC e BL do par 3)
e 1 (BL do par 4)
Lajes (5C) 2(CS do BL do par 2): 2 (CS do BC e BL do par 3)
e 1 (BL do par 4)
Pico Montenegro (RS) 2(CS do BL do par 2): 2 (CS do BC e BL do par 3)
e 1 (BL do par 4)
Rancho Queimado (SC) 2 (CS do BL e BC do par 2): 2 (CS do BC e BL do par 3)
e 1 (BL do par 4)
Séo Joaguim (SC) 1(C5S do BL do par 2): 2 (CS do BC e BL do par 3)
e 1 (BL do par 4)

CS= constrigdo secundaria; BL= Bra¢o Longo ¢ BC= brago curto

Tabela 9 — Distribuigdo de bandas de Cromomicina A; em popula¢des de Hypochaeris lutea

Populacides numero e distribuicio das bandas de Cromomicina ( CALA;)
Bom Jesus da Serra (SC) 2 (BC e BL do par 3); 2 (BC e Bl do par 4): 1 (sat do par 5)
e 1 (sat do par 6)

Guaiba (RS) 2(BC e BL do par 2) e 1 (sat do par 3)
Rancho Queimado (SC) 2 (BC e BL do par 2) e 1 {sat do par 3)
Sio Joaquim (5C) 2 (BC e BL do par 2) e 1 (sat do par 3)

Serra da Rocinha (RS) 1 (BL do par 3)

sat= Regido satélite; BC= Brago Curto e BL= Brago Longo
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Figural- Cromossomos das populagdes de Hypochaeris catharinensis: A- Angelina (SC); B —
Bom Jesus da Serra (SC); C- Bom Retiro (SC); D- Cambara do Sul (RS); E - Lages
(SC); F — Monte Alegre dos Campos (RS); G - Pico Monte Negro (RS); H — Rancho
Queimado (RS); I — Sdo Joaquim (SC) e J — Bom Jesus (RS). Barra de escala: 10pm
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Figura2 - Ideograma comparativo das populagdes de Hypochaeris catharinensis. A- Angelina
(SC); B — Bom Jesus da Serra (SC); C — Bom Retiro (SC); D — Cambara do Sul
(RS); E — Lajes (SC); F — Monte Alegre dos Campos (RS); G — Pico Monte Negro
(RS); H — Rancho Queimando (SC); I — S@o Joaquim (SC) e J — Bom Jesus (RS)
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Figura 3 — cromossomos das populagdes de Hypochaeris lutea: A — Bom Jesus da Serra (SC); B —

Guaiba (RS); C — Rancho Queimado (SC); D — Sdo Joaquim (SC); E — Serra da Rocinha
(RS). Barra de escala: 10pum

iiiiﬁéaa iﬁa =l ﬁEE i'ﬁ'a

Figura 4 — TIdeograma comparativo das populagdes de Hypochaeris lutea. A — Bom Jesus da Serra
(SC); B - Guaiba (RS); C — Rancho Queimado (SC); D — Sao Joaquim (SC) ¢ E — Serra da
Rocinha (RS)
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Figura5— Metafases e interfases de populagdes de Hypochaeris catharinensis coradas com
Cromomicina (CMAS). A — Cambara do Sul (RS); B - Lajes (SC); C — Pico

Montenegro (RS); D — Rancho Queimado (SC); E - Sdo Joaquim (SC); F — Rancho
Queimado (SC) e G — Sao Joaquim (SC)
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Figura 6 — Ideograma mostrando regides coradas com Cromomicina (CMA3) nas populagoes de

Hypochaeris catharinensis. A- Cambara do Sul (RS); B - Lajes (SC); C — Pico
Montenegro (RS); D — Rancho Queimado (SC) e E - Sao Joaquim (SC)
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Figura 7 — Cromossomos metafasicos corados com o fluorocromo Cromomicina (CMA ) em
3

cinco popula¢des de Hypochaeris lutea. A — Bom Jesus da Serra (SC); B - Guaiba
(RS); C — Rancho Queimado (SC); D — Sdo Joaquim (SC); E e F — Serra da Rocinha
(RS)
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Figura 8 — Ideograma mostrando regides coradas com Cromomicina (CMA}) nas populagdes de

Hypochaeris lutea. A — Bom Jesus da Serra (SC); B - Guaiba (RS); C — Rancho
Queimado (SC); D — Sédo Joaquim (SC) e E — Serra da Rocinha (RS)
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Conclusoes

* As duas espécies estudadas e suas populacdes possuem o padrio
cariotipico das espécies sul-americanas com cariotipos assimétricos e bimodais, com
pequenas variacdes no tamanho absoluto entre cromossomos correspondentes. Sugere-se que
rearranjos estruturais podem estar ocorrendo nestas populagdes.

» H. catharinensis possui constrigdes secundarias no brago longo do
cromossomo dois € no brago curto do cromossomo trés. Isso permite classificar a espécie
dentro de um dos sete grupos cromossOmicos existentes, conhecido como grupo
Aspargioides.

 Coloragdo com cromomicina em H. catharinensis apresentaram mostra
presencga, ndo usual para o gé€nero, de dois grandes blocos heterocroatico (CMA-positivos)
além de alguns sinais mais fracos em regides intersticiais dos cromossomos.

* A distribuicao de blocos de heterocromatina ricos em GC encontrado H.
catharinensis sugere a existéncia de um mecanismo que pode estar atuando na dispersdo de
segmentos heterocromaticos nesta espécie.

* As populagdes de H. lutea também mostram pouca variagdo cariotipica ¢
alto indice de assimetria. As poucas variagdes encontradas derivam possivelmente, de
rearranjos estruturais nos cromossomos.

* Dentro dos sete grupos sul-americanos de Hypochaeris, H. lutea se
encontra no grupo patagonica, que se caracteriza por possuir uma constricdo secundaria no
cromossomo dois ¢ DNA satélite no braco curto do cromossomo trés.

» Uma das populagdes de H. lutea (Bom Jesus da Serra, SC) apresentou
todos os individuos estudados poliploides, fato inédito para essa espécie.

» Sinais CMA-positivos de menor intensidade aparecem na constri¢ao
secundaria e satélites do cromossomo 3, com poucos sinais adcionais nos demais

Cromossomaos.
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CONCLUSOES GERAIS

* As duas espécies estudadas e suas populagdes possuem o padrio
cariotipico das espécies sul-americanas com caridtipos assimétricos e bimodais, com
pequenas variagdes no tamanho absoluto entre cromossomos correspondentes. Sugere-se que
rearranjos estruturais podem estar ocorrendo nestas populagdes;

» H. catharinensis possui constrigdes secundarias no brago longo do
cromossomo dois € no brago curto do cromossomo trés. Isso permite classificar a espécie
dentro de um dos sete grupos cromossOmicos existentes, conhecido como grupo
Aspargioides;

* Coloragdo com cromomicina em H. catharinensis mostram presenga, nao
usual para o género, de dois grandes blocos heterocroatico (CMA-positivos) além de alguns
sinais mais fracos em regides intersticiais dos cromossomos;

* A distribui¢do de blocos de heterocromatina ricos em GC encontrado H.
catharinensis sugere a existéncia de um mecanismo que pode estar atuando na dispersdo de
segmentos heterocromaticos nesta espécie;

* Uma das populagdes de H. lutea (Bom Jesus da Serra, SC) apresentou
todos os individuos estudados poliploides, fato inédito para essa espécie;

* Sinais CMA-positivos de menor intensidade aparecem na constri¢do
secundaria e satélites do cromossomo 3, com poucos sinais adicionais nos demais

Cromossomeos.



