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RESUMO

Asparagaceae s.l. é citologicamente caracterizada pela ocorréncia de cariotipos bimodais e
evolucdo por poliploidia. Este trabalho objetivou analisar a variabilidade cariotipica em
representantes de trés subfamilias de Asparagaceae e suas implicacdes taxonémicas, atraves
do emprego de técnicas de coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI, seguida pela
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 5S e 45S. Todas as 14 espécies
analisadas apresentaram cariétipos bimodais ou levemente bimodais, constituidos por
cromossomos  metacéntricos, submetacéntricos e/ou acrocéntricos. Os  numeros
cromossomicos variaram de 2n = 38 em Cordyline fruticosa a 2n = ca. 180 em Agave
decipiens. O tamanho cromossémico médio variou de 0,38 um em Furcraea foetida a 3,76
pum em Furcraea selloa. Das oito espécies analisadas da subfamilia Agavoideae cinco (Agave
angustifolia, Furcraea foetida, F. gigantea, F. selloa e Yucca aloifolia) apresentaram
cariotipos formados por 60 cromossomos, sendo 10 grandes (I) e 50 pequenos a medianos (),
todas com bandas CMA" intersticiais, com dois a quatro sitios de DNAr 45S e 5S. Dentre as
cinco espécies analisadas da subfamilia Nolinoideae, quatro apresentaram 2n = 40 (8l + 32s) e
uma Sansevieria cylindrica 2n = 120 (241 + 96s), todas com bandas CMA™ pericentroméricas
e dois sitios de DNAr 45S e 5S por complemento diploide. As dificuldades encontradas para
compreender as relagdes filogenéticas entre Agavoideae, Nolinoideae e Lomandroideae
podem esta relacionadas ao fato de as mesmas compartilharem em parte 0 mesmo genoma
ancestral. Como também terem sofrido, de forma independente, diferentes alteracdes e
rearranjos nos seus genomas. Esses dois fatores seriam responsaveis tanto pelas semelhancas
quanto pelas diferencas, respectivamente. Isto pode ser perceptivel a nivel morfologico e a
nivel genético, o que dificulta a delimitagdo taxondmica desses grupos.

Palavras-chave: Asparagaceae; bimodalidade; disploidias; poliploidia; variabilidade
cariotipica.



ABSTRACT

Asparagaceae s.l. it is cytologically characterized by the occurrence of bimodal karyotypes
and evolution by polyploidy. This work aimed to analyze the karyotypic variability in
representatives of three subfamilies of Asparagaceae and its taxonomic implications, using
staining techniques with the fluorochromes CMA and DAPI, followed by fluorescent in situ
hybridization (FISH) with 5S and 45S rDNA probes. All 14 analyzed species showed bimodal
or slightly bimodal karyotypes, consisting of metacentric, submetacentric and/or acrocentric
chromosomes. Chromosome numbers ranged from 2n = 38 in Cordyline fruticosa to 2n = ca.
180 in Agave decipiens. The mean chromosome size ranged from 0.38 pm in Furcraea
foetida to 3.76 um in Furcraea selloa. Of the eight analyzed species of the Agavoideae
subfamily, five (Agave angustifolia, Furcraea foetida, F. gigantea, F. selloa and Yucca
aloifolia) presented karyotypes formed by 60 chromosomes, 10 large (I) and 50 small to
medium (s), all with interstitial CMA™ bands, with two to four 45S and 5S rDNA sites.
Among the five analyzed species of the subfamily Nolinoideae, four presented 2n = 40 (8l +
32s) and one Sansevieria cylindrica 2n = 120 (241 + 96s), all with pericentromeric CMA™*
bands and two 45S and 5S rDNA sites per diploid complement. The difficulties encountered
in understanding the phylogenetic relationships between Agavoideae, Nolinoideae and
Lomandroideae may be related to the fact that they partly share the same ancestral genome.
As well as having independently undergone different alterations and rearrangements in their
genomes. These two factors would be responsible for both the similarities and the differences,
respectively. This can be perceptible at the morphological and genetic level, which makes the
taxonomic delimitation of these groups difficult.

Keywords: Asparagaceae; bimodality; dysploidy; karyotypic variability; polyploidy.
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1. INTRODUCAO

A familia Asparagaceae Juss. apresenta distribuicdo cosmopolita, com cerca de 2500
espécies, distribuidas em 120 géneros. Atualmente, a familia é formada por sete subfamilias:
Aphyllanthoideae Lindl., Asparagoideae Burmeist., Brodiaeoideae Traub, Lomandroideae
Thorne e Reveal, Nolinoideae Burnett, Scilloideae Burnett e Agavoideae Herb. (APG lII,
2009; Chase et al., 2009). Esta tltima, e foco deste trabalho, tem como maior centro de
diversidade o México (Souza e Lorenzi, 2012). No Brasil, Agavoideae apresenta 15 espécies e
5 géneros endémicos (Pirani e Lopes, 2013; Souza e Lorenzi, 2012). Apresentam folhas
alternas espiraladas ou entdo disticas, dificilmente opostas, nervuras paralelas
(paralelinérveas), as vezes suculentas e fibrosas ou escariosas e escamiformes, com flores
vistosas, que sdo bissexuadas ou unissexuadas, e inflorescéncia do tipo cimosa ou racemosa.
A subfamilia antes também era formada por algumas espécies circunscritas atualmente nas
subfamilias Nolinoideae e Lomandroideae (Dahlgren et al., 1985 apud Eguiarte, 1995).
Taxomicamente € bastante controversa devido aos varios sistemas de classificacdo existentes
(Cronquist, 1981; Dahlgren e Clifford, 1982; Yeo, 1985). Vaérias espécies de Agavoideae
apresentam importancia econémica como ornamentais, sendo também utilizadas na
alimentacdo como, por exemplo, o género Agave (Souza e Lorenzi, 2012).

Citologicamente, Agavoideae é pouco estudada, apenas com registros de contagens
cromossdmicas, mais especificamente das espécies do Velho Mundo, com a utilizagdo de
técnicas convencionais. Algumas espécies da ordem Asparagales Bromhead sdo
caracterizadas por apresentar caridtipos bimodais, apresentando dois conjuntos
cromossémicos de macro e microcromossomos (Pires et al., 2006). Analises citogenéticas por
meio de técnicas de coloracdo convencional em Agave angustifolia Haw., A. aktites Gentry,
A. tequilana Weber e Hyacinthus orientalis L. sugerem a existéncia de variagdes
cromossomicas numéricas e estruturais ocorrentes na familia (Palomino et al., 2010; Moreno-
Salazar et al., 2007; Palomino et al., 2003; Yoshida et al., 1976). VariacBes cromossémicas
podem produzir caridtipos diferentes entre individuos da mesma espécie, entre individuos da
mesma populacdo ou entre populagfes da mesma espécie, podendo essas variagdes ser
programadas geneticamente ou ndo (Guerra, 1988). Variacdes por poliploidias e disploidias
possuem importante papel evolutivo nas espécies vegetais por produzirem uma série de
variagOes interespecificas e intraespecificas (Saul et al., 2010; Patil e Pai, 2011). O uso de
dados citogenéticos (variacbes numéricas, morfoldgicas, comportamento mei6tico e contetido

de DNA) nas analises taxonémicas revelou-se como importante instrumento na compreensao
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das relacBes de parentescos entre 0s tdxons, uma vez que o caridtipo é praticamente insensivel
as variagdes ambientais ou fisioldgicas (Guerra, 1988).

Divergéncias taxondmicas podem ter respostas no entendimento das variacfes
cromossdmicas numéricas ou estruturais, bem como, através do conhecimento dos cari6tipos
das espécies analisadas (Guerra, 2008). Estas andlises consistem, por exemplo, na
identificacdo dos padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva em diferentes
especies e mapeamento fisico dos sitios de DNA ribossomais utilizando coloracao diferencial,
como bandeamento cromossémico com CMAJ/DAPI, e hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH), respectivamente. A deteccdo da ocorréncia e da posicéao fisica de diferentes familias
de DNA altamente repetitivo, geralmente blocos de heterocromatina, implica na melhor
compreensdo de como 0s genomas estdo organizados; das relacBes entre espécies, géneros e
familias, bem como dos mecanismos de ajustes genéticos que ocorrem nos cariotipos de
diferentes organismos durante o processo evolutivo (Souza et al., 2008; Soares-Scott, 1998).
Assim, estas técnicas tém sido utilizadas ndo apenas na caracterizacao do cariétipo, mas como
carater distintivo nas delimitacdes das espécies filogeneticamente.

Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo citogenética de representantes da
familia Asparagaceae, através da identificacdo da constituicdo e distribuicdo da
heterocromatina constitutiva em diferentes géneros, utilizando o bandeamento com o0s
fluorocromos CMA e DAPI; e localizacdo da distribuicdo das sequéncias de DNAr 5S e 45S

pela técnica de FISH nas espécies analisadas.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Agavoideae

2.1.1 Caracteristicas morfologicas

A subfamilia Agavoideae é constituida por monocotiledéneas de hébito arborescente
ou herbaceo. S&o espécies acaulescentes, bulbosas e rizomatosas com crescimento simpodial,
algumas apresentam crescimento secundario atipico, com folhas em espiral dispostas em
roseta (Judd et al., 2007). S&o caracterizadas por apresentarem uma das maiores
inflorescéncias (paniculadas, espigas ou racemos) centrais conhecidas no reino vegetal

(Gentry, 1982), com flores séo actinomorfas ou ligeiramente zigomorfas, com perianto livre
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ou unido, e ovario supero (Yucca, Phormium) ou infero (Agave, Furcraea, Doryanthes,
Polianthes) (Bogler e Simpson, 1995). Apresentam anteras bitecas, com grdos de polen
monosulcados a tricotomonosulcado, microsporogénesis do tipo sucessiva, gineceu tricarpico,
trilocular, 6vulos anatropos, bitegumentados e crassinucelados com nectérios septais. Ainda
de acordo com o mesmo autor essas espécies possuem frutos do tipo baga ou capsula,
deiscentes ou indeiscentes (Verhoek, 1998).

Os representantes de Agavoideae apresentam plantas hermafroditas, didicas ou
monoicas, flores vistosas com nectarios e as flores femininas apresentam estaminodios
(Verhoek, 1998). A reproducédo frequentemente ocorre por desenvolvimento de bulbilhos a
partir das inflorescéncias e propagacdo vegetativa. Além da reproducdo assexuada ha
polinizacdo zoofila com dependéncia de polinizadores espécie-especificas (Smith et al.,
2008). Vale a pena destacar que os membros da subfamilia Agavoideae se reproduzem apenas

uma Unica vez e em seguida morrem (Good-Avila et al., 2006).

2.1.2. Considerac0es filogenéticas e taxonémicas

A subfamilia Agavoideae ndo possui consenso em diferentes sistemas de classificacao
(Cronquist, 1981; Dahlgren e Clifford, 1982; Yeo, 1985). Trabalhos mais recentes sugerem
que os taxons que compdem a familia Asparagaceae podem ser reconhecidos como grupos
que compreendem familias distintas (Souza e Lorenzi, 2012).

Muitas das divergéncias entre taxonomistas partem dos pardmetros taxondmicos
utilizados. A posicdo do ovario, por exemplo, coloca todos os representantes da subfamilia
Agavoideae com ovario supero na familia Liliaceae, bem como, seus representantes de ovario
infero na familia Amarylidaceae (Bentham e Hooker, 1983). O tipo de inflorescéncia e
organizacdo das folhas em rosetas e pontiagudas no &pice também tem sido utilizado como
carater distintivo para unir alguns géneros desta familia, formando uma unica familia referida
como Agavacae (Patil e Pai, 2011). Para maior confiabilidade na circunscricdo do grupo
também empregaram dados cariotipicos (Cronquist, 1968). Muitos sistemas taxondmicos
foram feitos chegando a ter elementos problematicos como, por exemplo, sementes cobertas
por fitomelano e posi¢do do ovério (Traub, 1975). A partir do sistema de Hutchinson (1973),
0S géneros antes separados, foram reunidos em uma unica familia, Agavaceae, formada por
seis tribos: Yucceae, Dracaeneae, Phormieae, Nolineae, Agaveae e Polyanteae. Evidéncias

ecoldgicas apontam o surgimento da familia Agavaceae a partir das Liliaceas tendo divergido
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no Eoceno (Gibbs, 1974). Esta ideia € baseada fortemente no desenvolvimento do habito
arborescente, distribuicdo em regiGes semiaridas e frias, aquisicdo de reprodugdo por
apomixia, bimodalidade dos cariétipos e surgimento, em algumas espécies, de ovario inferior
(Eguiarte, 1995; Patil e Pai, 2011). Posteriormente, alguns géneros pertencentes a Agavaceae,
foram reconhecidos como taxons que diferiam morfologicamente do restante da familia
(Dahlgren et al., 1977). Assim 0s géneros Sansevieria e Dracaena constituiram a familia
Dracaenaceae, enquanto Cordyline foi transferido para a familia Asteliaceae (Dahlgren e
Clifford 1982; Dahlgren, 1985).

O sistema APG Il (2003) permitiu duas opg¢des quanto a circunscricdo da familia:
Asparagaceae "sensu lato", que combina sete familias reconhecidas anteriormente, ou
Asparagaceae "sensu stricto™ que reuni dois géneros da familia (Asparagus, e Hemiphylacus).
A revisdo do sistema APG 111 (2009) permite apenas o sentido mais amplo (Souza & Lorenzi,
2012). Chase et al. (2009) propuseram dividir a familia Asparagaceae em sete subfamilias que
correspondem as familias originalmente separadas, entre elas Agavoideae correspondendo a
Agavaceae (APG Il, 2003). A delimitacdo taxondmica de Agavoideae a nivel infrafamiliar e
sua relacdo com os grupos mais proximos ndo € bem definida, mesmo apds diversas
abordagens moleculares utilizando sequéncias génicas como, gene rcbL (Duvall et al., 1993;
Equiarte et al., 1994; Chase et al., 1995), espacadores internos transcritos- ITS (Bogler e
Simpson, 1996), que confirmam o parafiletismo de alguns dos representantes que compdem a
familia Asparagaceae, antigamente referidos como Agavaceae sensu lato. Bogler e Simpson
(1995, 1996) realizaram estudos filogenéticos baseados em sequéncias nucleares e plastidiais
revelaram que este grupo parece ter surgido de diferentes linhagens. Dados utilizando sitios
de restricdo cpDNA confirmam pelo menos duas linhagens em Asparagaceae, como também
corroboram com os sistemas de classificagcdo de Dahlgren, Clifford, e Yeo (1985) (Bogler e
Simpson, 1995).

A variabilidade de sequéncia da regido ITS do DNA ribossomal encontrada por Bogler
e Simpson (1996) em alguns géneros de Asparagaceae, sobretudo para a subfamilia
Agavoideae, associada a presenga de um cariotipo bimodal notavel, semelhangas nos frutos e
sementes suporta fortemente as relages de parentesco entre 0s géneros Yucca, Hesperaloe,
Beschorneria, Furcraea, Agave, Manfreda, Polianthes, Prochnyanthes e, talvez, Hosta. Por
outro lado, Dasylirion, Beaucarnea, Nolina, Calibanus, Dracaena, e Sansevieria
apresentaram diferencas tanto citologicamente, quanto morfologicamente, sendo considerada
a possibilidade de exclusdo desses géneros da familia, colocando-os em duas familias

separadas, Nolinaceae e Dracaenaceae. Dados de sitios de restricdo de DNA de cloroplastos
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suportam esta separacédo, sugerindo que Nolinaceae e Dracaenaceae estdo mais proximamente
relacionados com os representantes de Convallariaceae (Maianthemum, Convallaria,
Aspidistra, Liriope) (Bogler e Simpson, 1995). Em geral, Agavoideae parece ser
taxonbmicamente desarmdnico por abrigar representantes com alta diversificacao vegetativa e

floral (Patil e Pai, 2011), cuja circunscri¢do ndo é consenso entre diversos autores.

2.1.3. Origem e distribuicéo

A subfamilia Agavoideae tem origem na América, com centro de diversidade o
Meéxico (Géarcia-Mendoza e Chavez-Renddn, 2013) esta distribuida no Novo Mundo, deste o
centro dos Estados Unidos ao Panama, Ilhas Caribenhas, e norte da Ameérica do Sul (Simpson,
2006). Sendo representada por cerca de 300 espécies distribuidas em 27 géneros entre eles
Agave, Furcraea e Yucca (Souza e Lorenzi, 2012). Destes, séo nativos do Brasil Furcraea
Vent. e outros foram introduzidos tais como Agave L., e Yucca L.. No Brasil ocorrem 15

especies distribuidas em todas as regides (Pirani e Lopes, 2013).

2.1.4. Importancia econdmica

Alguns dos géneros da familia Asparagaceae possuem importancia econdmica, um
destes géneros é o Agave, o qual fornece matéria-prima para a producdo de bebidas alcoolicas,
como, por exemplo, o pulque e a tequila, populares na América Central. Mas também sdo
conhecidas em diversas partes do mundo: O sisal (Agave sisalana), que € uma planta fibrosa
utilizada como alternativa agricola em areas secas do Nordeste (Martin et al., 2009). Espécies
desta familia também sdo utilizadas como ornamentais no Brasil e em todo o mundo. Entre as
cultivadas no Brasil para fins ornamentais, podemos destacar as iucas (Yucca spp.), 0S agaves
(Agave spp.), a pata-de-elefante (Nolina recurvata), o cordiline (Cordyline terminalis), as
dracenas (Dracaena spp.), e a espada-de-sdo-jorge (Sansevieria trifasciata). O clorofito
(Chlorophytum comosum) é muito utilizado em canteiros, causando um bonito efeito na
ornamentacdo. Uma das espécies do género Dracaena € muito conhecida (Dracaena
fragrans) como pau-d’agua da qual sdo comercializados fragmentos do caule que brotam

muito facilmente em vasos com agua (Souza e Lorenzi, 2012).

2.2. Citogenética de Asparagaceae
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A familia Asparagaceae apresenta grande variagdo cromossdémica numérica, com
registro de ndmeros cromossémicos que variam desde 2n =10 em Resnova humifusa
(Wetschnig e Pfosser, 2003) a 2n = 180 para Agave decipiens (Banerjee e Sharma, 1989). Os
estudos citogenéticos para a familia limitam-se quase que exclusivamente a contagens
cromossdmicas através de coloracdo convencional e anélise do comportamento mei6tico. Ha
registros de contagens cromossémicas para cerca de 920 espécies, que representa 36,8% da
familia, com grande parte destas contagens para os géneros Agave (Ruvalcaba-Ruiz e
Rodrigues-Garay, 2002), Aspidistra (Yamashita e Tamura, 2004), Asparagus, (Sheidai e
Inamdar, 1993), Dracaena (Mathew e Vijayavalli, 1989) e Scilla (Ding et al., 1998). No
Brasil, em particular o Nordeste, os estudos citologicos para a familia sdo ainda mais
escassos, com registro numérico para Furcraea gigantea com 2n = 60 (Carvalheira et al.,
1991). Os cariotipos das espécies da subfamilia Agavoideae sdo claramente assimétricos e
bimodais, apresentando como possiveis nimeros bésicos x = 12, 18, 19, 20 e 30 (Patil e Pai,
2011). Esta diversidade cromossdmica numerica poder ser explicada pela ocorréncia de
poliploidia seguida de disploidia ascendente a partir de x = 7 resultando em x = 15 (14 + 1),
em um primeiro ciclo de poliploidia, posteriormente um segundo ciclo de poliploidia daria
origem x = 30, numero basico mais frequénte na familia Asparagaceae (Darlington, 1963).

A bimodalidade dos cariotipos e o0 estabelecimento do numero béasico sao
caracteristicas muito distintivas que podem auxiliar nas circunscri¢cdes taxonémicas da familia
(Patil e Pai, 2011). A descoberta do arranjo cromossdmico formado por 5 cromossomos
grandes (larger = I) e 25 pequenos (smaller = s) levou a reavaliacdo da posi¢&o do ovario para
sistematizacdo da familia (Dahlgren et al., 1985). Em Agavoideae, o carater bimodal parece
ser de origem alopoliploide, ou seja, a hibridacdo de genomas distintos. Sendo considerado
uma sinapomorfia, com cariotipo ancestral constituido por cinco pares de cromossomos
maiores e 25 menores (n = 30, 25s + 51) ou multiplos deste conjunto (Mckain et al., 2012).

A conservacdo deste carater € controversa, embora seja explicada por alguns autores
pelo processo de orto-selecdo cariotipica, em que esta configuracdo cariotipica teria surgido
diversas vezes independentemente durante a evolucdo da familia por ser essencialmente mais
estavel que as demais formas (Moreno-Salazar et al., 2007; White, 1978). Isto resultaria na
conservacao do namero basico, x = 30, com manutencdo do complemento haploide, formado
por um conjunto com 5 macrocromossomos e 25 microcromossomos (Brandham e Doherty,
1998). Dois processos tém sido hipotetizados para o surgimento dos macrocromossomos em
Asparagales: o primeiro seria rearranjos cromossomicos , como fusdes e fissdes de

cromossomos (Schubert e Lysak, 2011; Pires et al., 2006); o segundo processo seria eventos
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de alopoliploidia, envolvendo espécies parentais com diferentes tamanhos cromossémicos,
com a manutencdo dos cromossomos (Brandham e Doherty, 1998; VVosa, 2005; Pires et al.,
2006).

De modo geral, os trabalhos citoldgicos para a familia Asparagaceae, sdo em sua
maioria analises de nimeros cromossémicos e comportamento meidtico (menos frequente)
com enfoque filogenético e taxondmico. Porém pouco se conhece sobre 0s outros pardmetros
citogenéticos, como padrGes de bandeamento, quantidade de DNA, etc. Na Tabela 1 ¢
fornecida uma revisdo dos numeros cromossémicos para a familia Asparagaceae com énfase

nas subfamilias Agavoideae, Lomandroideae e Nolinoideae disponiveis na literatura.


http://en.wikipedia.org/wiki/Agavoideae
http://en.wikipedia.org/wiki/Lomandroideae
http://en.wikipedia.org/wiki/Nolinoideae
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Tabela 1: Numeros cromossdémicos das subfamilias Agavoideae, Lomandroideae e Nolinoideae

(Asparagaceae sensu APG Il1, 2009).

Téaxon Familia* n 2n Fonte**
Agavoideae
Agave L Agavaceae
A. amaniensis Trel. & W. Nowell 60 GJ94
. G85, GJ91,
A. americana L. 60 GJ90
A. americana var. marginata Trel. 60, 120 GJ90, GJ91,
GJ94
A. angustifolia Haw. 60 GJ10
A. angustifolia var. angustifolia 180 GJ94
Agave x arizonica Gentry & J. H. Weber 3011, GJ94
(prosp.) 3011+30l
A. attenuata Salm-Dyck 60 GJ90
A. capensis Gentry 3011 GJ94
A. chrysantha Peebles 301 GJ94
- 150,160,
A. decipiens Baker 180, 190 GJ90, GJ91
A. deserti Engelm. 301 G96
A. filifera Salm-Dyck 60 GJ90, GJ91
GJ90, GJ91,
A. fourcroydes Lem. 60, 150 GIo4
A. maculosa Hook. 60 G88, GJ03
A. murpheyi F. Gibson 301 GJ94
A. ornithobroma Gentry 90l GJ94
A. shawii Engelm. 301 GJ94
A. palmeri Engelm. 3011 GJ94
A. parryi Engelm. 6011 GJ94
A. parviflora Torr. 60 GJ90
A. perigrina 60 GJ90, GJa1
A. rigida Mill. 60, 90, 120 G81
A. schottii Engelm. 6011 G96
. . GJ90, GJ91,
A. sisalana Perrine 60, 150 G194
A. sobria Brandegee 301 GJ94
A. striata Zucc. 60 GJ90
. 60, 90, 120, GJ90, GJ91,
A. tequilana F.A.C. Weber 150 G194, GJOB
A. toumeyana Trel 301 60 G84, GJ94
A. victoriae-reginae T. Moore 60 GJ90
Agavaceae,
Anemarrhenaceae,
Anemarrhena Bunge .
Anthericaceae,
Liliaceae
G84, G85,
A. asphodeloides Bunge 20, 21, 22 G88, GJ91,

GJO3



http://en.wikipedia.org/wiki/Agavoideae
http://en.wikipedia.org/wiki/Lomandroideae
http://en.wikipedia.org/wiki/Nolinoideae
http://en.wikipedia.org/wiki/Agavoideae
http://www.tropicos.org/Name/1202071?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201370?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200373?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200373?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201703?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201908?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200374?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200375?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200376?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201625?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201575?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201433?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201912?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201906?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201310?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200678?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200679?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201700?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201624?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201371?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1200681?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201373?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201909?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201701?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/1201702?projectid=9
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
Anthericum L.
A. algeriense Skalicky 30 G96
A. baeticum Boiss. 30 GJ94, G96
A. liliago L. 30 G84, G88
A. maurum Rothm. 15 30 G84, GJ91
A. ramosum L. 30, 32 68335685,
A. subpetiolatum Baker 24 16, 48 GJ94
A. suffruticosum Milne-Redh. 32 G85, GJ94
A. torreyi Baker 32 GJo1
A. welwitschii Marais e Reilly 8,16 16, 32 GJ94
Agavaceae,
Camassia Lindl. Hyacinthaceae,
Liliaceae
C. cusickii S. Watson 30 GJ94
C. leichtlinii (Baker) S. Watson 30 GJo4
C. quamash (Pursh) Greene 30 GJo4
Agavaceae,
Chlorophytum Ker Gawl. Anthericaceae,
Liliaceae

C. africanum (Baker) Engl. ca.80 GJ94
C. amaniense Engl. 14 GJ94
C. arundinaceum Baker 21 G84
C. attenuatum Baker 21 16, 42 GJ90, GJ94
C. bakeri Poelln. 16 GJo4
l(_:|.e bmh;:jrrtijchae Ansari, Raghavan e 16 GI90
C. blepharophylum Schweinf. ex Baker 28 GJo4
C. borivilianum Santapau e A. Fern. 28 GJ10
C. brachystachyum Baker 28 GJ94
C. capense (L.) Voss 28 GJa1
C. collinum (Poelln.) Nordal 8 16 GJ94
C. colubrinum (Baker) Engl. 8 16 GJ94

14, 1411 G84, GJ90,
C. comosum (Thumb.) Jacques 28 GJ91, GJ94,

GJ96, GJO6

C. elatum (Aiton) R. Br. ex Baker 28 GJo6
C. elgonense 7 14 GJ94
C. engleri (Baker) Poelln. 16 GJo4
C. gallabatense Schweinf. ex Baker 14 GJo4
C. glaucoides Blatt. 21 42 G85, GJ90
C. glaucum Dalzell 21 42 GS%J(S;%,
C. heyneanum Wall. ex Hook. f. 7 14 GJ94, GJ98
C. heynei Rottler ex Baker 14 GJ06




Continuacdo Tabela 1.

22

Taxon Familia* n 2n Fonte**
C. inornatum Ker Gawl. 14 GJ94
C. khasianum Hook. f. 40 G84
C. kirkii Baker 14 GJ94
G85, GJ90,
C. laxum R. Br. 16, 32 GJ91, GJ94,
GJ06
C. macrophylum (A. Rich.) Asch. 28 GJ94
C. magnificum 14 GJo4
C. malabaricum 21 42 GJ94
C. malayense Ridl. 56 GJo4
C. neghellense 16 GJ94
C. nepalense (Lindl.) Baker 56 GJ94
C. occultum 14 GJo3
C. orchidastrum Lindl. 21 42 GJSJ((;)jganl
C. papillosum Rendle 8 16 GJ94
C. sparsiflorum Baker 14 GJ94
C. tordense 16 GJo4
C. tuberosum (Roxb.) Baker 16 ng‘ \]351.90,
C. viridescens Engl. 8 16 GJ94
Agavaceae,
Echeandia Ortega Anthericaceae,
Liliaceae
E. echeandioides Cruden 8 16 GJ96
E}Lﬁlgﬁscens (Schult. e Schult. f.) 16, 32, 48 GJ00
E. gracilis Cruden G84
E. hintonii Cruden 16 GJOO
E. imbricata Cruden 16 G96
E. leptophylla Benth. 48 GJ90
E. longipedicellata Cruden 40 G84
E. mcvaughii Cruden 8 G96
E. mexicana 8,16 16 GS%;BGJgO,
E. montealbanensis Cruden 8 16 GJoo
E. nana (Baker) Cruden 16 GJ90, GJO3
E. occidentalis Cruden 40 G96
E. parvicapsulata Cruden 8 G96
E. pihuamensis Cruden 8 G96
E. pubescens Cruden 8 G96
E. reflexa (Cav.) Rose 8 16 G96, GJOO
E. robusta Cruden 8 G96
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
E. udipratensis Cruden 40 G96
Furcraea Vent. Agavaceae
. G84, C91,
Furcraea gigantea Vent. 34, 60 GJ98
. . Agavaceae,
Herreria Ruiz & Pav Herreriaceae, Liliaceae
Herreria salsaparilha 58 LO4
Hesperaloe Engelm. Agavaceae
H. funifera (K. Koch) Trel. 301 GJ94
Hosta Tratt. Agavaceae, Hostaceae,
Liliaceae
H. capitata Nakai 60 GJ94
H. clausa Nakai 60 GJ94
H. japonica Tratt. 60 G84
H. jonessi M. Chung 60 GJo4
H. lancifolia Engl. 60 GJ94
H. minor Nakai 60 GJ94
H. ovata Spring 120 GJ94
. G84, GJ9s,
H. plantaginea (Lam.) Asch. 60 GJ06
H. rectifolia Nakai 60 GJ10
H. tsushimensis N. Fujita 60 GJ94
H. ventricosa (Salish.) Stearn 60, 120 G84, GJ98
H. venusta F. Maek 60 GJo4
H. yingeri S.B. Jones 60 GJo4
Agavaceae,
Leucocrinum Nutt. Ex A. Gray Anthericaceae,
Liliaceae
11, 13,
L. montanum Nutt. Ex A. Gray 14 c.50 G84, GJ03
Agavaceae,
Paradisea Mazzucato Anthericaceae,
Asphodelaceae,
Liliaceae
P. liliastrum (L.) Bertol. 30 GJ94
Polianthes L. Agavaceae
P. tuberosa L. 16 GJ06
Yucca L. Agavaceae
Y. elata (Engelm.) Engelm. 3011 GJ94
Y. glauca Nutt. 60 G84
. 25, 30 G84, G85,
Y. gloriosa L. 54, 60 GJ90. G194
Y. smalliana Fernald 60 GJo6



http://en.wikipedia.org/wiki/Furcraea
http://www.tropicos.org/Name/18401430?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/18400834?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/18400396?projectid=9
http://www.tropicos.org/Name/18403986?projectid=9
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Téaxon Familia* n 2n Fonte**
Lomandroide
Anthericaceae,
Arthropodium R. Br. Liliaceae,
Lomandraceae
A. candidum 22 GJo8
A. cirratum R. Br. 44 GJ98, GJ10
A. curvipes S. Moore 44 GJ98
A. dyeri Brittan 22 GJog
A. milleflorum J.F. Macbr. 22 GJo6
A. minus R. Br. 22 GJo8
A. strictum R. Br. 66 GJ06
Anthericaceae,
Chamaescilla F. Muell. ex Benth. Liliaceae,
Lomandraceae
C. corymbosa F. Muell. ex Benth. 44 GJ06
Dasypogonaceae,
Chamaexeros Benth. Laxmanniaceag,
Lomandraceae,
Xanthorrhoeaceae
C. serra Benth. 32 GJ06
Agavaceae,
Cordyline Comm. ex R. Br. Astella(_;eae,
Laxmanniaceae,
Lomandraceae
C. australis Hook. F. 38 GJ98
C. indivisa Hook. F. 38 GJ91, GJ94
C. obtecta Baker 38 GJ10
C. rubra Heugel ex. Kunth 152, ¢.152 GJo6
. GJ91, GJ94
C. stricta Hook. F. 38,c.114 GJ06
C. terminalis (L.) Kunth 38 GJ91, GJ94
Anthericaceae,
. Laxmanniaceae,
Dichopogon Kunth. Liliaceae,
Lomandraceae
D. fimbriatus J.F. Macbr. 11 22 GJ98
D. preissii Brittan 22 44 GJ9s
D. strictus Baker 33 66 GJ98
Anthericaceae,
Laxmannia R. Br. Laxrr_lgnnlaceae,
Liliaceae,
Lomandraceae
L. brachyphylla F. Muell. 8 GJ06
L. gracilis R. Br. 24 GJ06
L. orientalis Keighery 16 GJ06
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Téaxon Familia* n 2n Fonte**
Dasypogonaceae,
Lomandra Labill. II‘_‘?Q;? dnr?(f:;:
Xanthorrhoeaceae

L. bracteata A.T. Lee 16 GJ90
L. caespitosa (Benth.) Ewart 8 GJ90
L. confertifolia ssp. rubiginosa A. Lee 32 GJ90
L. cylindrica A.T. Lee 32 GJ90
L. drummondii (F. Muell.) Ewart 8 GJ90
L. effusa (Lindl.)Ewart 16 GJ90
L. elongata (Benth.) Ewart c.28 GJ90
L. filiformis ssp. coridcea A. Lee 32,58 GJ90
L. filiformis x? L. gracilis 16 GJ90
fLiii]:‘:)“rfr(r)urarsms (Thumb.) Britten ssp. 36 GJI90
L. fluviatilis (R. Br.) A.T. Lee 32 GJ90
L. glauca ssp. collina (R. Br.) A. Lee 14 GJ90
L. glauca (R. Br.) Ewart 14, 28 GJ90
L. gracilis (R. Br.) A.T. Lee 16, 32 GJ90
L. hastilis (R. Br.) Ewart GJ90
L. hermafrodita C. Andrews GJ90
L. integra Macfarlane GJ90
L. laxa (R. Br.) A. Lee 16 GJ90
Il_éulgélgé)gﬁslrlaala (R. Br.) Ewart ssp. 16 GJI90
L. longifolia Labill. 16, 32 GJ90, GJ06
L. micranta (Endl.) Ewart 8,16 32 GJ90
L. montana (R. Br.) L. Fraser e Vickery 16 GJ90
L. mucronata 14 GJ90
;urlr;ﬂlltc:?:ra (R. Br.) Britten ssp. 16 GJ90
L. nana A. Lee 14 GJ06
L. nigricans Macfarlane 8 GJ90
L. obliqua (Thumb.) Macbride 14 GJ90
L. odora (Endl.) Ewart GJ90
L. ordii (F. Muell.) Ewart GJ90
L. pauciflora (R. Br.) Ewart c7,7 GJ90
L. preissii (Endl.) Ewart 16 GJ90
L. purpurea (Endl.) Ewart GJ90
L. rigida Labill. 16 GJ90
L. sericea (Endl.) Ewart 16 16 GJ90
L. sericea Endl. 16 GJ90
L. sonderi (F. Muell.) Ewart 16 GJ90
L. sp. 16 GJ90
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
L. spartea (Endl.) Ewart 16 GJ90
L. suaveolens c.7 GJ90
Anthericaceae,
Thysanotus R. Br. Lax[? I?Qgégg'eae,
Lomandraceae
T. patersonii R. Br. 44 80 GJ06
Nolinoideae
Aspidistra Ker Gawl. Liﬁgggaael,l??“uasi:eaieéae
A. attenuata Hayata 36 GJ10
A. caespitosa C.P'ei 38 GJ90
A. cavicola D. Fang e K.C. Yen 36 GJo3
A. claviformis Y. Wan 36 GJO3
A. cruciformis Y. Wan e X.H. Lu 76 GJ06
A. daibuensis Hayata 36 GJ10
A. dolichanthera X.X. Chen 36 GJ00, GJO3
A. ebianensis K.Y. Lang e Z.Y. Zhu 36 GJ06
GJ90, GJOO,
A. elatior Blume 36, 38 GJ03, GJO6,
GJ10
A. fimbriata F.T. Wang e K.Y. Lang 38+2B GJ0O
A. flaviflora K.Y. Lang e Z.Y. Zhu 38 GJ90
A. fungilliformis Y. Wan 36, 38 GJOg'JfOJO?”
A. hainanensis Chun e F.C. How 36 GJo6
A. hexianensis J.L. Huang e D.Y. Hong 36 GJ0o
A. leshanensis K.Y. Lang e Z.Y. Zhu 38 G88, GJ90
A. linearifolia Y. Wan e C.C. Huang 36 GJo3
A. locii Arnautov e Bogner 36 GJ10
A. longanensis Y. Wan 38 GJ00, GJO3
A. longifolia Hook. F. 36, 38 GJ10, GJ94
A. longiloba G.Z. Li 38 GJ03, GJOO
A. longipedunculata D. Fang 36 GJ03
A. luodianensis D.D. Tao 38 GJ03
A. lurida Ker Gawl. 36 GJ03
A. marginella D. Fang e L. Zeng 38 GJo6
A. minutiflora Stapf 38 GJ00, GJo3
A. muricata F.C. How ex K.Y. Lang 36 GJ06
A. oblanceifolia F.T. Wan 38 GJ90
A. omeiensis Z.Y. Zhu e J.L. Lang 38 GJ90
A. patentiloba Y. Wan e X.H. Lu 38 GJ03
A. retusa K.Y. Lang e S.Z. Huang 36 GJ00, GJo3
A. saxicola Y. Wan 36 GJo6
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Taxon Familia* n n Fonte**
. . G88, GJ90,
A. sichuanensis K.Y. Lang e Z.Y. Zhu 38 GJ00, GJO3
A. subrotata Y. Wan e C.C. Huang 38 GJ00, GJO3
A. tonkenensis (Gagnep.) F.T. Wang e 36 GJ00, GJO3
K.Y. Lang
A. triloba F.T. Wang e K.Y. Lang 36 GJ0O
A. xilinensis Y. Wan e X.H. Lu 76 GJo6
A. yingjiangensis L.J. Peng 36 GJo6
A. zongbayi K.Y. Lang e Z.Y. Zhu 38 GJ90
Agavaceae,
Convallariaceae,
Calibanus Rose Dracaenaceae,
Liliaceae, Nolinaceae,
Ruscaceae
C. hookeri (Lem.) Trel. 38 G85
Campvlandra Baker Convallariaceae
Py Liliaceae Ruscaceae
C. aurantiaca Baker 38 GJ10
C. chinensis (Baker) M.N.Tamura, S.
Yun Liang e Turland 38 GJ10
C. fimbriata 38 GJ10
C. siamensis Yamashita e M.N. Tamura 38 GJ10
C. watanabei (Hayata) Dandy 38 GJ10
Agavaceae,
Anthericaceae,
Comospermum Rauschert .
Convallariaceae,
Liliaceae, Ruscaceae
C. yedoense Rauschert 40 GJ0O
. Convallariaceae
Convallaria L. o
Liliaceae Ruscaceae
L G88, GJI1,
C. keiskei Mig. 38 GJ10
C. keisukei Mig. 34, 36, 38 G85
G84, G88,
- GJ90, GJ91,
C. majalis L. 38 G194, GJ98,
GJOo6, GJ10
Convallariaceae,
Disporopsis Hance Liliaceae, Ruscaceae,
Uvulariaceae
D. fuscopicta Hance 40 G84
Agavaceae,
Convallariaceae,
Dracaena L.
Dracaenaceae,
Liliaceae, Ruscaceae
Dracaena aurea H. Mann 40 G88
D. deremensis Engl. 19 38 GJ91, GJ94
D. draco (L.) L. 40 GJo1
D. forbesii 40 G88
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
D. fragrans (L.) Ker Gawl. 19 38 GJ91, GJ94
D. godseffiana hort. 17,18 34,36 GJ91, GJ94
D. kindtiana De Wild. 19 38 GJ91, GJ940
D. marginata Lam. 20 GJ94
D. marginata hort. 19 38 G88, GJ91
D. poggei Engl. 42 G85
D. reflexa Lam. 19 38, 40, 42 GGJ%51 2334
D. sanderiana hort. 19 38, 40 GJgé,JOGGJM,
D. spicata Roxb. 19 38 GJ91, GJ94
D. surculosa Lindl. 20 GJ91, GJ94
D. terniflora Roxb. 19 38 GJ91, GJ94
Convallariaceae,
Eriospermum Jacg. ex Willd. Eriospermaceae,
Liliaceae, Ruscaceae
E. abyssinicum Baker 12 GJO3
E. alcicorne Baker 14, 42 GJ03
E. aphyllum Marloth 10 GJ03
E. arenosum P.L. Perry 14 GJ03
E. aribesense P.L. Perry 14 GJo3
E. armianum Mitch. 14 GJO3
E. bakerianum Schinz 12 GJ03
E. bayeri P.L. Perry 14 GJ03
E. bifidum R.A. Dyer 28 GJ03
E. bowieanum Baker 14 G84, GJ03
E. brevipes Baker 14 GJO3
E. breviscapum Marloth ex P.L. Perry 14 GJ03
E. bruynsii P.L. Perry 28 GJO3
E. calcareum P.L. Perry 28 GJ03
E. capense (L.) T.M. Salter 14 G84
E. cernuum Baker 14 GJ03
E. cervicorne Marloth 56 GJo3
E. ciliatum P.L. Perry 14 GJO3
E. coactum P.L. Perry 14 GJo3
E. cooperi Baker 14 GJ03
E. cordiforme T.M. Salter 14 GJo3
E. corymbosum Baker 12 GJo3
E. crispum P.L. Perry 14 GJo3
E. descendens Marloth ex P.L. Perry 14 GJo3
E. deserticolum Marloth 28 GJo3
E. dielsianum Schltr. ex Poelln. 14 GJo3
E. dissitifolium Schltr. 14 GJo3
E. dregei Schonb. 14 G84, GJ03
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Téaxon Familia* 2n Fonte**
E. dyerii Marloth ex Archibald 14 GJo3
E. erinum P.L. Perry 14 GJ03
E. eriophorum Marloth ex P.L. Perry 14 GJ03
E. ernstii P.L. Perry 40 GJo3
E. exile P.L. Perry 14 GJo3
E. filicaule Marloth ex P.L. Perry 14 GJO3
E. flabellatum Marloth 14 GJ03
E. flavum P.L. Perry 10 GJ03
E. flexum P.L. Perry 12 GJo3
E. folioliferum Andrews 14 GJOo3
E. fragile P.L. Perry 14 GJo3
E. glaciale P.L. Perry 14 GJ03
E. graminifolium A.V. Duthie 28 GJ03
E. inconspicuum P.L. Perry 18 GJ03
E. lancifolium Jacq. 14 GJ03
E. lanimarginatum Marloth 14 GJo3
E. lanuginosum Jacq. 28 GJo3
E. lavranosii P.L. Perry 40 GJO3
E. laxiracemosum P.L. Perry 14 GJ03
E. macgregoriorum P.L. Perry 12 GJ03
E. mackenii Baker 18 GJ03
E. marginatum Marloth ex P.L. Perry 42 GJO3
E. minutiflorum Marloth ex P.L. Perry 14 GJo3
E. minutipustulatum P.L. Perry 14 GJ03
E. multifidum Marloth 14 G84, GJ03
E. namaquanum Marloth ex P.L. Perry 12 GJ03
E. nanum Marloth 14 GJ03
E. occultum Archibald 14 GJOo3
E. ornithogaloides Baker 14 GJo3
E. orthophyllum (Archibald) P.L. Perry 14 GJ03
E. paradoxum Ker Gawl. 14, 28 G84, GJ03
E. parvifolium Jacq. 14 GJ0O
E. patentiflorum Schltr. 14 GJ03
E. porphyrium Archibald 14 GJO3
E. porphyrovalve Baker 20 GJO3
E. proliferum Baker 24, 36 GJ03
E. pubescens Jacq. 28 GJo3
E. pumilum T.M. Salter 14 GJ03
E. pusillum P.L. Perry 14 GJo3
E. pustulatum Marloth ex Duthie 14 GJo3
E. pustwatum Marl. ex Duthie 14 G84
E. ramosum P.L. Perry 14 GJ03
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Taxon Familia* n 2n Fonte**

E. ratelpoortianum P.L. Perry 14 GJo3

E. rautanenii Schinz 12 GJ03

E. rhizomatum P.L. Perry 14 GJ03

E. roseum Schinz 40 GJo3

E. sabulosum P.L. Perry 14 GJo3

E. schinzii Conrath & Baker 14 GJO3

E. schlechteri Baker 20 GJ03

E. spirale C.H. Bergius ex Schult. 10 GJ03

E. subincanum P.L. Perry 14 GJo3

E. subincanum P.L. Perry 14 GJo3

E. subtile P.L. Perry 14 GJo3

E. triphyllum Baker 18 GJ03

E. tuberculatum P.L. Perry 14 GJ03

E. undulatum P.L. Perry 14 GJ03

E. vermiforme Marloth ex P.L. Perry 14 GJ03

E. villosum Baker 14 GJo3

E. volkmanniae Dinter 40 GJo3

E. zeyheri R.A. Dyer 14, 28, 56 GJo3

Liriope _C_:onvallariaceae,

Liliaceae, Ruscaceae

;.ng?i?rl var. communis (Maxim.) Hse 18 GJ90

Maianthemum F.H. Wigg. Liﬁ:g;ﬂ'?;ha;eaieéae

M. atropurpureum (Franch.) La Frankie 72 GJ10
G88, GJIO,

M. bifolium (L.) F.W. Schmidt 36, 42,54 GJ91, GJ94,
GJOo0, GJ10

M. canadense Desf. 36 GJ90

Rﬂﬂé;j/ihtjglgl;g:]é'il;urcz. ex Fisch. & C.A. 36 GJ10

M. dilatatum (Alph. Wood) A. Nelson & 18 32 36 GJ91, GJO3,

J.F. Macbr. ' GJo6, GJ10

M. forrestii (W.W. Sm.) La Frankie 36 GJ10

M. fuscum (Wall.) La Frankie 72 G96, GJ98

M. henryi (Baker) La Frankie 36 GJ10

M. intermedium Vorosch. c.60, 65-70 GJ90

M. japonicum (A. Gray) La Frankie 36 GJ10

M. lichiangense (W.W. Sm.) La Frankie 36 GJ10

M. purpureum (Wall.) La Frankie 36 GJ10

M. tatsienense (Franch.) La Frankie 36 GJ10

Nolina Michx.

Agavaceae,
Convallariaceae,
Dracaenaceae,
Liliaceae, Nolinaceae,
Ruscaceae
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
N. microcarpa S. Watson 191 GJ94
N. texana S. Watson 38 G88
Ophiopogon Ker Gawl. Lilcijggglel,l??ri?aieéae
(L)i. ;CI\];(_)}T\I(SaEJ. Wang & T. Tang ex H. 36 GJ94
O. bockianus Diels 36 GJ94
O. bodinieri H. Lév. 36 GJo4
O. brevipes Craib 36 GJo6
O. chekiangensis Koiti Kimura e Migo 68, 72 G88, GJ9l
O. chingii F.T. Wang e T. Tang 36 GJo4
O. dracaenoides (Baker) Hook. f. 36 GJ94, GJ96
O. griffithii (Baker) Hook. f. 36 GJ94
0. intermedius D. Don 18 36 GJ90, GJ94
. . 1, )
O. jaburan (Siebold) Lodd. 36 GJQGJSOJ%
O. japonicus (L. f.) Ker Gawl. 36%87%5 8, (éj\]%é %ﬁ%‘é
O. latifolius L. Rodrigues 36 GJ94, GJ96
O. marmoratus Pierre ex L. Rodr. 36 GJ94
O. megalanthus F.T. Wang & L.K. Dai 36 GJ94
O. peliosanthoides F.T. Wang & T. Tang 36 GJ94
O. pingbienensis F.T. Wang & L.K. Dai 36 GJ94, GJ96
O. planiscapus Nakai 36, 72 GJ06
O. reversus C.C. Huang 36 GJ10
O. revolutus F.T. Wang & L.K. Dai 36 GJ94
O. siamensis M.N. Tamura 36 GJ06
O. stenophyllus (Merr.) L. Rodr. 36 GJ94
O. sylarrhizus Wang & Dai 36 GJo8
O. sylvicola F.T. Wang & T. Tang 54 GJ06
O. tonkinensis L. Rodr. 36 GJo4
O. tsaii F.T. Wang & T. Tang 36 GJ94
O. xylorrhizus F.T. Wang & L.K. Dai 36 GJ94
Polygonatum Mill Liiacsne, Rusoasia
P. cirrhifolium Royle 20 GJ90
P. cyrtonema Hua 22 GJ90
P. filipes Merr. 16, 18 GJ90
P. humile Fisch. ex Maxim. 20 GJ90
P. involucratum Maxim. 18 GJ90
P. macropodium Turcz. 22 GJ90
P. odoratum 20 GJ90
P. odoratum (Mill.) Druce 20 GJ90
P. sibiricum Delar. ex Redoute 24 GJ90
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Taxon Familia* n 2n Fonte**
RUSCUS L. _Qonvallariaceae,
Liliaceae, Ruscaceae
G84, GJ90,
R. aculeatus L. 40 GJ91, GJ94,
GJ98
R. hypoglossum L. 40 G85, GJ94
R. ponticus ex Grossh. 40, 60 GJ06
R. streptophyllus P.F. Yeo 40 GJ90
Agavaceae,
Sansevieria Thunb. Convallariaceae,
Dracaenaceae,
Liliaceae, Ruscaceae
S. canaliculata Carriére 39 G8s
S. caulescens N.E. Br. 2011, 20 40 G84, G88
S. cylindrica Bojer 20,112 40, 120 G88, GJ94
S. deserti N.E. Br. 20 40 G88
S. ehrenbergi Schweinf. 201 40 G84
S. ehrenbergii Schweinf. ex Baker 20 40 G88
S. gracilis N.E. Br. 19,27 40, 60 G88
S. hahnii hort. 40 G85
S. intermedia N.E. Br. 2011, 20 40 G84, G88
S. metallica Gérome & Labroy 20, 2011 40 G84, G88
S. pearsonii N.E. Br. 20, 2011 40 G84, G88
S. powellii N.E. Br. 120 G88
S. roxburghiana Schult. f. 20 40 GJ94
S. senegambica Baker 20 40 G85, G88
S. subspicata Baker 120 G88
S. suffruticosa N.E. Br. 20 40 G88
S. trifasciata Prain 20 40 GSEé, 333594’
S. zeylanica Willd. 20 40 G88, GJ94
Semele Kurth. Liiacsse, Russaceae
S. androgyna Kunth ssp. androgyna 40 GJ90
Speirantha Bakcer Liiacese, Russaceae
S. gardenii (Hook.) Baill. 38 G85
Tupistra Ker Gawl Liiaceae, Rusoacia
T. albiflora K. Larsen 38 GJ94, GJ10
T. annulata H. Li & J.L. Huang 38 GJ94
T. aurantiaca Wall. 38 GJ91, GJ94
T. chinensis Baker 38 G“]géhgélgll'
T. delavayi Franch. 38 GJo4
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Taxon Familia* n n Fonte**
T. ensifolia F.T. Wang & T. Tang 38 GJ94
T. fimbriata Hand.-Mazz. 38 GJ94
T._ fungilliformis F.T. Wang & S.Yun 38 GIOL, GI94
Liang
T. grandis Ridl. 38 GJ10
T._ grandistigma F.T. Wang & S.Yun 38 GJ94
Liang
T._ longipedunculata F.T. Wang & S.Yun 38 GJ91, GJ94
Liang
T. longispica Y. Wan & X.H. Lu 38 GJ98
T. nutans Wall. ex Lindl. 38 GJ94
T. pingbianensis J.L. Huang & X.Z. Liu 38 GJ00
T. urotepala (Hand.-Mazz.) F.T. Wang 38 GJ94
& T. Tang
T. wattii (C.B. Clarke) Hook. f. 38 GJ91, GJ94
[.ig#;nanen5|s F.T. Wang & S.Yun 38 GI9L GI94

Legenda: *Consideradas como familias em antigos sistemas de classificacdo; **indices cromossémicos e literatura:
C91 = Carvalheira et al., 1991; G81 = Goldblatt, 1981; G84 = Goldbatt, 1984; G85 = Goldblatt, 1985; G88 =
Goldblatt, 1988; GJ90 = Goldblatt e Johnson, 1990; GJ91 = Goldblatt e Johnson, 1991; GJ94 = Goldblatt e Johnson,
1994; GJ96 = Goldblatt e Johnson, 1996; GJ98 = Goldblatt e Johnson, 1998; GJO0O = Goldblatt e Johnson, 2000;
GJ03 = Goldblatt e Johnson, 2003; G04 = Gongalves, 2004; GJO6 = Goldblatt e Johnson, 2006; GJ10 = Goldblatt,
2010.
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2.3 Bandeamento cromossdémico com CMA/DAPI

Com o advento das técnicas de analises citogenéticas, sobretudo com o uso de corantes
fluorocromos base-especificos, € possivel uma analise mais acurada da variabilidade
cariotipica, que até entdo se baseava unicamente nas técnicas de coloragdo convencional,
utilizando corantes, como Giemsa, Orceina Acética, reativo de Schiff, Hematoxilina/Eosina
(Soares-Scott, 1998). Analises baseadas em técnicas utilizando fluorocromos base-especificos
tém contribuido para o entendimento da evolucdo cariotipica em diversos grupos de plantas
como nos géneros Citrus, Maxillaria, Spondias e Emilia (Carvalho et al., 2005; Cabral et al.,
2006; Almeida et al., 2007; Moraes e Guerra, 2010). As informacfes citogenéticas oriundas
destas analises podem ser utilizadas nas comparacGes entre espécies do mesmo género, de
diferentes géneros ou de géneros relacionados (Guerra, 2000). Além destas comparacgdes, as
técnicas com fluorescentes base-especificos podem ser empregadas na identificacdo de
estruturas e/ou propriedades citoquimicas das regides cromossdmicas (Kim et al., 2002).

As técnicas com fluorocromos base-especificos permite a visualizacdo de blocos de
coloracdo diferenciada, essas regides geralmente apresentam-se como faixas longitudinais
fortemente coradas nos cromossomos, sendo denominadas bandas. A visualizagdo destas
bandas permite a identificacdo da distribuicdo e quantidade de regides heterocromaticas
constitutivas (HC), comumente encontrada em grandes blocos em torno do centrébmero
(regibes pericentroméricas), nos teldmeros (terminais cromossomomicos) e em regides
interticiais dos cromossomos. Regides heterocromaticas constitutivas sdo constituidas,
principalmente, de sequéncias de DNA repetitivo em tandem, que varia em tamanho (satélites,
macrosatélites e microsatélites) mesmo em cromossomos homélogos (Dimitri et al., 2004;
Berjano et al., 2009). Os padrGes de bandas heterocromaéticas sdo geralmente conservados
entre populacGes, variando ou ndo entre espécies, géneros ou familias (Greilhuber, 1984). Os
fluorocromos podem expor diferentes constituicdes do segmento de DNA por meio de
diferentes padrbes de bandas produzidas, que podem ser ricas em —GC, —AT ou neutras,
indicadas pela intensidade da fluorescéncia (Silva et al., 2010; Summer, 1990). As bandas
heterocrométicas podem variar qualitativamente e quantitativamente entre populagdes e
especies (Guerra et al. 2000), explicada pela perda ou amplificacdo de sequéncias de DNA
repetitivo (Berg e Greilhuber, 1993).

Entre os fluorocromos mais utilizados estdo a cromomicina Az (CMA) ¢ o 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), que coram preferencialmente regides de DNA ricas em

guanina-citosina (-GC) e em adenina-timina (—AT), respectivamente (Schweizer, 1976; Kim
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et al., 2002). Com a utilizagdo de fluorocromos, especialmente CMA e DAPI, padrdes de
bandeamento s&o originados por meio de mecanismos de ligacdo entre os fluorocromos e a
cromatina (Kim et al., 2002). De acordo com Manzini et al., (1983) sdo propostos trés
mecanismos de ligacdo entre 0 DAPI e 0 DNA: A primeira proposicdo € a incorporacdo da
molécula de DAPI entre os sulcos menores do DNA para formar pontes de hidrogénio com
pares de AT; a segunda € a ligacdo ndo especifica entre as interacdes eletrostaticas das cargas
positivas do DAPI e as cargas negativas dos grupos fosfatos do DNA; a dltima é a
intercalacdo entre as moléculas de DAPI e as bases nitrogenadas. Por outro lado, ha apenas
um mecanismo de interacdo do CMA com os pares de bases especificos (—CG) € conhecido
(Stancus et al., 1992). Sendo o CMA um fluorocromo base especifico que forma um dimero
em solugBes aquosas na presenca de Mg?*, o dimero liga-se primariamente a sequéncia 5’-
dGpC-3’ e fica entre os sulcos menores do DNA.

A fluorescéncia emitida por esses fluorocromos ndo € indicada necessariamente pelo
contetdo de bases especificas do segmento de DNA, mas pelo nimero consecutivo de pares
de bases especificas (Meister e Barow, 2007), que deve ter pelo menos quatro pares de bases
especificas do DNA repetidas em tandem (Kim et al., 2002; Summer, 1990; Baguley, 1982).

A identificacdo da constituicdo e distribuicdo fisica de diferentes familias de DNA
repetitivo contribui para compreensdo de como 0s genomas estdo organizados em diferentes
especies, bem como para o entendimento das relacdes de parentesco entre taxons, tendo em
vista 0s mecanismos de ajustes genéticos que ocorrem nos cariotipos de diferentes organismos
durante o processo evolutivo (Souza et al., 2008). As regides heterocromaéticas identificadas
por CMA*/DAPI” e CMA/DAPI* tém significados citolégicos como, por exemplo, regides
organizadoras de nucléolos (RONS) e replicacao tardia de DNA, respectivamente (Liu et al.,
2004). Estes dois padrdes indicam também o reconhecimento de sitios ricos em —CG e —AT,
respectivamente (Barros e Silva & Guerra, 2009). Além dos padrfes convencionais de bandas,
outros padrdes sdo observados, como CMAYDAPI® (neutralidade no balango das ligag@es dos
fluorocromos AT/CG), CMA*/DAPI*, CMA*/DAPI° e CMA“/DAPI.

Estudos realizados no género Citrus L. utilizando a coloragdo CMA/DAPI evidenciou
claramente padrdes de bandas que exibiram polimorfismos interespecificos, além de alto grau
de heterozigose (Guerra, 1993; Pedrosa, 1999; Carvalho et al., 2005; Barros e Silva et al.,
2010;). Em Citrus sinensis (2n = 18) foram visualizados diferentes padrdes de CMA e DAPI,
sugerindo que heteromorfismos sdo fixados na espécie. Para comprovar esta proposicao,
caridtipos de dez cultivares da espécie foram estudadas utilizando a dupla coloragdo com
CMA/DAPI e FISH utilizando 18S-5.85S-25S rRNA e 5S rRNA. O mesmo padrdo de bandas
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CMA*/DAPI™ foi encontrado em todas as cultivares, confirmando o padrdo invariavel e o
heteromorfismo que pode ser dividido em quatro grupos, segundo a classificacdo de Guerra
(1993), dois cromossomos com uma grande banda telomerica e um com uma pequena banda
proximal; dois cromossomos com bandas terminais em ambos teldmeros, heteromorficas em
tamanho cromossdmico e bandas; sete cromossomos com uma Unica banda telomérica,
variaveis bandas e tamanhos cromossdmicos e sete cromossomos de tamanhos diferentes sem
bandas ou com uma banda muito pequena fraca e terminal (Pedrosa et al., 2000). Deste modo,
apresentando a utilidade da coloracdo com CMAJ/DAPI na caracterizacdo de espécies da
familia Rutaceae, revelando um padrdo bem diferenciado, que exibem grandes polimorfismos
interespecificos e alto grau de heterozigose (Guerra, 1993).

Moraes e Guerra (2010) realizaram um trabalho com duas espécies de Emilia Cass., E.
sonchifolia (2n = 10) e E. fosbergii (2n = 20), esta Gltima apresenta dois conjuntos de dez
Cromossomos, um grande e um pequeno, 0 conjunto menor é similar ao do complemento
diploide. Isto sugere que E. sonchifolia participa na formacéo de E. fosbergii, para comprovar
esta hipotese da relacdo entre os genomas utilizaram a dupla coloracdo com CMA e DAPI,
além de FISH e GISH. Em E. sonchifolia foram encontrados dois pares de bandas CMA™,
enquanto em E. fosbergii trés pares. Evidenciando que E. fosbergii € um alotetraploide e que
sugere que E. sonchifolia ¢ um dos ancestrais. O terceiro par de bandas CMA* indica
processos de pds poliploidizacdo, que provavelmente sdo eventos recentes em E. fosbergii
(Moraes e Guerra, 2010).

2.4 Hibridizagéao in situ fluorescente - FISH

Tradicionalmente, os cromossomos de plantas tém sido um material rico para quase
todo tipo de pesquisa citogenética. O desenvolvimento de técnicas citomoleculares,
principalmente, a hibridizacdo in situ fluorescente (fluorescence in situ hibridization — FISH)
e variantes desta técnica, tornaram, nos ultimos anos, a citogenética uma das areas mais
promissoras da genética (Guerra, 2004). Isto é ressaltado com uso de nimerosas espécies
modelos, tanto de plantas quanto de animais, que revelam inesperados detalhes do
comportamento cromossémico e evolucdo nesses grupos, permitindo que os estudos
citogenéticos ampliem cada vez mais seu campo de investigacdo (Summer, 2003). Por esse
carater informativo a técnica de FISH tem sido considerada uma forma elegante da citologia
aplicada desde a citogenética vegetal, passando pela citogenética animal, a citogenética

clinica humana (Guerra, 2004).
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Esta técnica é muito utilizada no mapeamento fisico e génico das sequéncias,
identificacdo e caraterizacdo cromossémica, como também para apresentar modificacdes
ocorrentes no genoma, além de evidenciar rearranjos cromossémicos (Schwarzacher e
Heslop-Harrison, 2000). Pela alta sensibilidade da técnica (Lara, 1995) a compreensdo da
organizacdo gendmica em diferentes espécies, mesmo em genomas grandes ou pequenos,
pode ser realizado, além da investigacdo da distribuicdo fisica das sequéncias de DNA em
metéafases, intérfases e em meioses. A sensibilidade da hibridizacédo in situ permitiu detectar
sequéncias Unicas ou pequenas de DNA em cromossomos humanos por hibridizacdo in situ
fluorescente. Por outro lado, a FISH tem sido utilizada na identificacdo de marcadores
diversos no mapeamento fisico dos cromossomos, sendo utilizado nas comparacGes
cariotipicas entre espécies proximas, populagdes ou cultivares (Guerra, 2008; Pedrosa et al.,
2006).

As vantagens do uso da técnica de FISH encontram-se na qualidade da resolucao,
contraste, velocidade e seguranca, associada a localizagdo simultanea de sequéncias de DNA
diferentes (Levsky e Singer, 2003; Schwarzacher e Heslop-Harrison, 2000; Nederlof et al.,
1990). A hibridizacdo in situ fluorescente também é vista como alternativa aos métodos com
radioisétopos, ou seja, métodos que utilizam sondas marcadas por radioisotopos (Gall e
Pardue, 1969). A FISH por ser uma tecnica versatil, tem possibilitado também o entendimento
evolutivo das espécies por meio da deteccdo de eventos ao nivel cromossémico como, por
exemplo, translocacdo cromossémica, delecdo, e amplificacdo de sequéncias de genes
especificos (Price, 1993).

A técnica de FISH possibilita a identificacdes de marcadores moleculares, como sitios
de DNAr 45S, que indicam a posicdo das regides organizadoras do nucléolo (RONSs), que
comumente apresentam-se co-localizadas com as bandas CMA*/DAPI~, como encontrado em
espécies dos géneros Emilia e Citrus (Moraes e Guerra, 2010; Barros e Silva et al., 2010). Em
Spondias, a hibridacdo in situ fluorescente utilizando sondas de DNAr 45S e 5S revelaram
diferencas no mapeamento fisico destes sitios entre umbu-caja (Spondia sp.) e seus supostos
parentais. Isto permitiu afirmar que umbu-caja ndo pode ser um hibrido entre S. tuberosa e S.
monbim, mas uma espécie proximamente relacionada com estas Ultimas, que foram
considerados por Mitchell e Daly (1998) e Silva Janior et al. (2004) espécies parentais deste
possivel hibrido (Almeida et al., 2007).

2.5 Mecanismos de evolucdo cariotipica
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Os cari6tipos podem representar o resultado de diferentes mecanismos de evolucao.
As variagdes cromossdmicas estruturais e/ou numéricas podem ocorrer nas diferentes células
do individuo, entre diferentes individuos de uma mesma populacdo ou entre populacbes da
mesma espécie cujas variacbes podem ser programadas geneticamente ou ndo (GUERRA,
1988).

O ndmero cromossémico inicialmente foi um dos pardmetros mais utilizados na
citotaxonomia vegetal, e sobre o qual dispomos de maior numero de dados em todas as floras
(Guerra, 1990). Variacdes cromossdémicas numeéricas sdo mais facilmente observadas. A
poliploidia é provavelmente a alteracdo cromossémica numérica mais importante na
especiacdo e evolucgdo vegetal (Stebbins, 1971). Diferentes tipos de célula podem sofrer ciclos
endomitdticos ou mesmo um erro meiotico (ndo-reducdo cromossdémica) que podem resultar
em células poliploides (Guerra, 1988). Dentro de um género ou mesmo de uma espécie,
podem ocorrer diversos numeros gaméticos que sao maltiplos perfeitos, denominados de série
poliploide, sendo considerado como nimero basico o nimero hapldide presente na populacao
inicial de um clado ou taxon monofilético dessa série, representado por x (Adams e Wendel,
2005; Guerra, 1988). Ocorréncia de poliploidia é rara nas gimnospermas e altamente variavel
nas angiospermas, sendo que 43% das dicotiledneas (principalmente das familias Rosaceae,
Rubiaceae e Compositae) e 58% das monocotiledéneas (principalmente das familias Iridaceae
e Gramineae) sdo polipldides (Bennett, 2004; Leitch e Leitch, 2008). Em torno de 40% das
espécies cultivadas sdo poliploides, como Medicago sativa, Gossypium hirsutum, Solanum
tuberosum, Ipomoea batatas, Coffea arabica, Saccharum officinarum, Nicotiana tabacum,
Fragraria ananassa, Triticum aestivum, dentre outras (Leitch e Leitch, 2008). Em
Agavoideae, foi verificada a ocorréncia de séries poliploides como 2n = 60, 90, 120 e 150 em
Agave tequilana (Palomino et al., 2003), 2n = 60, 90 e 120 em A. rigida (Bhattacharya e
Ghose, 1977).

O aumento do nivel de ploidia sugere aumento no contetido de DNA, o que é refletido
no “efeito gigas” em que Orgdos e células aumentam na mesma propor¢cdo do tamanho do
genoma (Stebbins, 1971; Pereira et al., 2012). Contudo, essa rela¢do é inapropriada para todos
os tadxons devido as interacdes com fatores ambientais e genéticos, pois ha grupos que
apresentam aumento no DNA, outros que mostram decréscimo no conteudo de DNA e outros
gue apresentam uma baixa adicdo de DNA em relacdo aos diploides (Leitch e Bennett, 2004).
Em Brassica mesmo com aumento no nivel de ploidia ndo houve correspondéncia com a
quantidade de DNA, tendo um evento de diploidiza¢do ao longo da evolu¢do, mesmo com a

triplificacdo do genoma do género (Lysak, 2007). Por outro lado, em Atriplex confertiflora
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existe uma relacdo positiva entre os niveis de ploidia e conteddo de DNA, apresentada nas
taxas de fotossintese por células nas folhas e atividade da rubisco (Warner e Ewards, 1989),
isso visto que ha uma relacédo entre dosagens de genes e produtos dos genes. No género

Nas angiospermas, fissdo e fusdo sdo tipos de rearranjos cromossdmicos que parecem
ser menos comuns que a poliploidia, mas ndo menos significativo na evolugdo do grupo
(Jones, 1998). A disploidia corresponde a mudancas no nimero cromossémico devido a
rearranjos cromossoémicos estruturais, tais como a fusdo e a fissdo céntrica (Guerra, 1988).
Disploidias sdo o resultado das forcas das variacbes cromossdmicas estruturais que sao
refletidas nas variacbes numéricas, sem alteracdo no contetdo do genoma. As disploidias
podem ser produtos de translocacfes do tipo Robertsoniana, estas podem ser fusfes ao nivel
do centromero de dois cromossomos acro ou telocéntricos formando um cromossomo meta ou
submetacéntrico sendo uma variacdo muito comum em diversos grupos de organismos.
Fissdes Robertsonianas sdo quebras ao nivel de centrébmero de cromossomos metacéntricos
formando dois cromossomos telocéntricos, porém tem sido a forma menos frequente na
evolugdo cromossémica (Summer, 2003; Guerra, 2000). Tais variacbes também sdo
conhecidas por apenas fusdes (disploidias descendentes) e fissdes (disploidias ascendentes),
respectivamente. No género Nothoscordum é facilmente encontrado espéciescomn=8en =
10 (Guerra, 2008), evidenciando disploidia ascendente ou descendente influenciado
diretamente no ndmero cromossémico. Em Asparagaceae, Hyacinthus orientalis pode ser
encontrado individuos com 2n = 16, 24, 25, 26, 27, 28, 30, sendo possivel evidenciar a
ocorréncia de eventos de poliploidia seguidos de disploidia ascendente (Yoshida et al., 1976).

Outros mecanismos de variagdo cromossdmica numérica responsaveis pelo aumento
ou decréscimo do nimero cromossdmico original, sdo a agmatoploidia e simploidia que séo
caracterizadas por eventos de fusdo e fissdo que ocorrem em organismos de cromossomos
com cinetécoro difuso (cromossomos holocinéticos). Em Cyperaceae, VAarios géneros
apresentam uma grande variacdo cromossdémica numerica (2n = 4 a 2n = 228) e estrutural,
devido principalmente a eventos de agmatoploidia, simploidia e poliploidia, considerados
como 0s principais eventos responsaveis pela evolucdo cariotipica do grupo (Lucefio et al.,
1998; Vanzela et al., 2000).

A ocorréncia de cromossomos Bs resulta em variacdes numéricas, ndo apresentando
significado evolutivo além do nivel de espécie (Guerra, 2008). Os cromossomos B sdo
pequenos cromossomos extras ou supranumerarios, diferindo dos demais cromossomos do
cariotipo no tamanho e por serem em geral heterocromaticos (Guerra, 1988). So dispensaveis

e podem estar presentes ou ausentes em individuos dentro de uma populacdo, aparecem sem
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par ou recombinado com quaisquer uns dos cromossomos na meiose do conjunto dipldide ou
poliploide, e sua heranca é irregular e ndo mendeliana (Jones e Houben, 2003). O ndmero de
familias com ocorréncia de cromossomos Bs € muito pequeno, destacando-se 0s registros em
Asparagaceae, Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Liliaceae, Orchidaceae, Iridaceae,
Campanulaceae e Ranunculaceae (Levin e Palestis, 2005). Na familia Asparagaceae, nos
géneros Asparagus e Scilla ha um grande nimero de espécies com registro de cromossomos
B, entre estas se encontram A. adscendens com 2n = 20+3B, A gonocladus com 2n = 60+4B,
A. densiflorus com 2n = 40+3B (Sheidai e Inamdar, 1993), e Scilla sinensis com 2n = 16,
18+2B, 27+2B, 34 (Ding et al., 1998).
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Caracterizacdo Citogenética de Representantes de Asparagaceae s.l.
com Enfase nas Subfamilias Agavoideae, Lomandroideae e Nolinoideae

Resumo

Asparagaceae s.l. é citologicamente caracterizada pela ocorréncia mais ou menos acentuada
de caridtipos bimodais e evolucdo por poliploidia. Este trabalho objetivou analisar a
variabilidade cariotipica em representantes de trés subfamilias de Asparagaceae e suas
implicacdes taxondmicas, através do emprego de técnicas de coloracdo com os fluorocromos
CMA e DAPI, seguida pela hibridizag&o in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 5S
e 45S. Todas as 14 espécies analisadas apresentaram cariétipos bimodais ou levemente
bimodais, constituidos por cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e/ou acrocéntricos.
Os numeros cromossdmicos variaram de 2n = 38 em Cordyline fruticosa a 2n = ca. 180 em
Agave decipiens. O tamanho cromossémico médio variou de 0,38 um em Furcraea foetida a
3,76 um em Furcraea selloa. Os representantes analisados da subfamilia Agavoideae
apresentaram bandas CMAT intersticiais, com dois a quatro sitios de DNAr 45S e 5S em A.
angustifolia, A. wocomahi e F. selloa. Por outro lado, as espécies da subfamilia Nolinoideae,
apresentaram bandas CMA" pericentroméricas, com dois sitios de DNAr 45S e 5Sem D.
aubryana e S. trifasciata e seis sitios de 45S e 5S em S. cylindrica. E possivel que as
dificuldades encontradas para compreender as relagcdes filogenéticas entre as Agavoideae,
Nolinoideae e Lomandroideae estejam relacionadas ao fato de as mesmas compartilharem em
parte 0 mesmo genoma ancestral e de terem sofrido, de forma independente, diferentes
alteracOes e rearranjos nos seus genomas.

Palavras-chave: Bimodalidade, evolugdo cariotipica, poliploidia e disploidia.

Abstract

Asparagaceae s.l. is cytologically characterized by presenting bimodal karyotypes more or
less pronounced and evolution through polyploidy. This study aimed to analyze the karyotype
variability in representatives of three Asparagaceae subfamilies and its taxonomic
implications, with staining techniques by using CMA and DAPI fluorochromes, followed by
fluorescent in situ hybridization (FISH) with 45S and 5S rDNA probes. All the 14 species
showed bimodal or slightly bimodal karyotypes with metacentric, submetacentric and/or
acrocentric chromosomes. Chromosome numbers ranged from 2n = 38 in Cordyline fruticosa
to 2n = ca.180 in Agave decipiens. The average chromosome size ranged from 0.38 um in
Furcraea foetida to 3.76 um in F. selloa. Representatives of the subfamily Agavoideae
analyzed showed CMA" interstitial bands, with two to four 5S and 45S rDNA sites verified A.
angustifolia, A. wocomahi and F. selloa. On the other hand, the species of the subfamily
Nolinoideae showed CMA™ pericentromeric bands with two 45S and 5S rRNA sites observed
in D. aubryana and S. trifasciata and six 45S and 5S sites in S. cylindrica. It is possible that
the difficulties in understanding the phylogenetic relationships between Agavoideae,
Nolinoideae and Lomandroideae are related to the fact that they partly share the same
ancestral genome and have suffered, independently, several changes and rearrangements in
their genomes.

Keywords: Bimodality, disploidy, karyotype evolution and polyploidy.
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Introducéo

A ordem Asparagales é bem definida, embora o nimero de familias com sua
circunscricdo e taxa relacionados sdo controversas [Seberg et al, 2012]. Asparagales &
constituido por dois clados bem suportados, Alliaceae s.l. e Asparagace s.I. No dltimo clado
foram reunidas, recentemente, sete familias (Agavaceae, Aphyllanthaceae, Asparagaceae s.s.,
Hyancithaceae, Laxmanniaceae, Ruscaceae e Themidaceae) [APG IlI, 2009; Chase et al.,
2009], com distribuicdo cosmopolita, e cerca de 2500 espécies, distribuidas em 120 géneros.
As familias que formam a atual Asparagaceae s.l. sdo heterogéneas, em termos morfologicos
e citologicos, e isto dificulta suas circunscrigdes. Além disso, a caracterizagdo molecular e
citogenética da familia € insuficiente para hipoteses filogenéticas [APG 11, 2009; Patil e Pai,
2011] e assim, questdes como padrdes de divergéncias morfoldgicas e evolucdo
cromossdémica ndo sdo ainda inteiramente compreendidas, incluindo as subfamilias
Agavoideae, Lomandroideae e Nolinoideae [Chase et al., 2009]. Estes taxons possuem
circunscricdes bastante controversas entre os diferentes tratamentos taxondmicos propostos
para a familia [Thorne, 1992; Eguiarte, 1995; APG 1, 1998; APG II, 2003; APG 11, 2009].
Mesmo sendo heterogéneas algumas espécies destes tadxons apresentam altos graus de
convergéncia morfologica dentro das subfamilias. Isto pode ser visualizado no habitat
preferencial do grupo que se desenvolve em lugares aridos similares e, por conseguinte
possuem caracteristicas morfolégicas muito semelhantes [Eguiarte, 1995], como também
através da homologia genética entre estes taxons [Chupov, 2013].

Filogenias moleculares tém proporcionado a algumas subfamilias de Asparagaceae
subtracGes e adicbes de géneros como, por exemplo, a inclusdo de Camassia Lindl. e
Chlorogalum Kunth e, géneros proximos como Herreria Ruiz et Pav. [APG I, 1998] em
Agavoideae, baseada em sequéncias génicas como ITS, ndhF e rbcL [Bogler et al. 2006].
Estas mesmas filogenias baseadas em dados moleculares tém procurado esclarecer a
circunscricdo de alguns taxons da subfamilia Agavoideae [Eguiarte, 1995; Bogler e Simpson,
1995, 1996; Kim et al., 2010; Lu e Morden, 2014] e estas apresentam similaridades entre si. A
delimitacdo taxondmica a nivel infrafamiliar e sua relacdo com os grupos mais préximos nao
é bem definida, mesmo apds diversas abordagens moleculares utilizando sequéncias génicas
como, gene rcbL [Duvall et al., 1993; Eguiarte et al., 1994; Chase et al., 1995] e ITS [Bogler
e Simpson, 1996], que confirmam o parafiletismo de alguns dos representantes que compdem
a familia Asparagaceae. Isto é perceptivel pelo controvertido posicionamento de alguns
géneros como Cordyline, Dracaena e Sansevieria que dependendo do sistema de classificagéo
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podem estar inseridos em Agavaceae [Hutchinson, 1959], ou separados em familias ou
subfamilias distintas [Dahlgren et al., 1985, APG I, 1998; APG Il, 2003; APG IIl, 2009].

Outra ferramenta para a elucidacdo do caminho evolutivo sdo analises citogenéticas
Uteis aos estudos taxondmicos, podendo revelar afinidades citogenéticas como nimero basico
(x) e proporcionar informacdes de similaridades e diferengas cromossémicas entre populagfes
e espécies. A maior parte dos estudos citolégicos da familia Asparagaceae refere-se a
registros de contagens cromossémicas, outros estudos estdo iniciando uma nova fase no
entendimento da evolucdo genética deste taxon, como em outros taxons vegetais [Palomino et
al., 2003, 2005, 2010; Adams et al., 2001].

Anélises citogenéticas em Agave angustifolia, A. aktites e A. tequilana sugerem a
existéncia de variagcbes cromossdmicas numeéricas e estruturais ocorrentes na subfamilia
Agavoideae [Palomino et al., 2010; Moreno et al., 2007; Palomino et al., 2003]. Sugerindo
que andlises cariotipicas de espécies relacionadas podem ser utilizadas para caracterizar o
cariotipo, padrdes e direcBes da evolugdo cromossdmica dentro dos taxa, bem como entender
o0 papel evolutivo de tais variacbes [Peruzzi et al., 2009]. Neste sentido, divergéncias
taxonbmicas podem ter respostas com o entendimento das variacdes cromossémicas
numeéricas ou estruturais por meio do conhecimento dos cari6tipos das espécies analisadas
[Guerra, 2008]. Isto pode ser realizado através da identificacdo dos padrdes de distribuicdo de
heterocromatina constitutiva em diferentes espécies utilizando coloracdo diferencial como,
por exemplo, CMA/DAPI. Bem como pelo mapeamento fisico dos sitios de DNA
ribossomais, através da hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). A deteccdo da ocorréncia e
da posicéo fisica de diferentes sequéncias de DNA repetitivo, geralmente visualizado como
blocos de heterocromatina, implica na melhor compreensdo de como 0s genomas estdo
organizados; das relagcbes entre espécies, géneros e familias. Além de compreender o0s
mecanismos de ajustes genéticos que ocorrem nos cariotipos de diferentes organismos durante
0 processo evolutivo [Souza et al., 2008; Soares-Scott, 1998]. O presente trabalho teve por
objetivo a caracterizacdo citogenética de representantes de Asparagaceae, especialmente os
géneros relacionados Agave, Cordyline, Dracaena, Furcraea, Sansevieria e Yucca em
Agavaceae sensu Hutchinson (1959), através da identificacdo dos padrdes de heterocromatina
constitutiva utilizando a dupla coloragdo (CMA/DAPI), e localizar a posi¢cdo fisica das
sequéncias de DNAr 5S e 45S pela hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) visando esclarecer
0 caminho evolutivo cromossémico destes géneros e entender as relagfes filogenéticas destes

téxons.
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Material e Métodos

Foram analisadas 14 espécies da familia Asparagaceae, distribuidas entre as
subfamilias Agavoideae (8spp.), Lomandroideae (1sp.) e Nolinoideae (5spp.), coletadas na
regido Nordeste do Brasil (Tabela 1). Exsicatas de todo material estudado foram depositadas
no Herbario Prof. Jayme Coelho de Moraes (EAN) do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Paraiba na cidade de Areia.

Preparacdo cromossémica

Para as analises mitoticas foi seguido o protocolo de Guerra e Souza [2002]. Pontas de
raizes jovens obtidas a partir de plantas adultas cultivadas em vasos plasticos foram pré-
tratadas com 8-hidroxiquinoleina (0,002 M) por 24 h a 10°C, posteriormente fixadas em
etanol-acido acético 3:1 (v/v) por 2 horas a temperatura ambiente e, em seguida, estocadas em
freezer a —20°C até posterior analise. Para a preparagao das laminas as pontas de raizes foram
lavadas em &gua destilada e digeridas em uma solucéo enzimatica contendo 2% de celulase
(Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (w/v) por 30 min a 37°C. Em seguida, as laminas
foram preparadas pelo método de esmagamento, em uma gota de acido acético 45%, e as
laminulas retiradas por congelamento em nitrogénio liquido. As laminas foram coradas com
uma solugdo de DAPI (2 pg/ml): glicerol (1:1, v/v) para permitir a selegdo das melhores
preparacOes. Subsequentemente, elas foram descoradas em etanol-acido acético (3:1) por 30
min e mantidas em etanol absoluto por duas horas a temperatura ambiente ou a 10°C até o dia

seguinte, secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente.

Coloragdo com os fluorocromos CMA (cromomicina As) e DAPI (4’-6, diamidino-2-

fenilindol)

A coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI foi realizada de com acordo Barros &
Silva e Guerra [2010], com pequenas modifica¢des. Apos o envelhecimento, as laminas foram
coradas com 10 pL. de CMA (0,1 mg/ml) por uma hora em camera escura imida. Para retirar
0 excesso de corante as laminas foram lavadas com agua destilada, em seguida coradas com
10 puL de DAPI (1 pg/ml) por meia hora, também mantidas em camera Umida e lavadas com
agua destilada. As laminas foram secas ao ar e montadas com meio contendo glicerol/tampé&o

Mcllvaine pH 7,0 (1:1), e estocadas por trés dias no escuro para estabilizacdo dos
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fluorocromos. As melhores metéafases foram analisadas em fotomicroscopio Zeiss® com

camera de video Axio Cam MRC5 usando o software Axiovision® 4.8.

Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

Dentre as laminas analisadas pela dupla coloracdo as melhores, as que apresentaram
maior indice de células em metafase, foram submetidas a localizacdo dos sitios de DNAr 5S
usando a sonda D2 de Lotus japonicus, com 500 pb, e DNAr 45S a utilizando a sonda R2 de
Arabidopsis thaliana, com 6,5 kb (unidade de repeticdo 18S-5,8S- 25S). Para 0 DNAr 5S, a
sonda foi marcada diretamente por nick translation (Invitrogen) com Cy3-dUTP (Amersham),
e com digoxigenina-11-dUTP (Roche), para o DNAr 45S. A FISH foi desenvolvida conforme
Pedrosa et al. [2002] com pequenas modificacOes. A mistura de hibridizagé@o constitui de 50%
de formamida (v/v), 10% de dextran sulfato (w/v), 2xXSSC e 5 ng/ul de cada sonda. O nivel de
estringéncia final da hibridizacdo foi de 76%. A sonda de DNAr 45S foi detectada com
anticorpo antidigoxigenina conjugada com FITC produzida em ovelha (Roche) e o sinal
amplificado com anticorpo contra anticorpos de ovelha, produzido em coelho, conjugado com
FITC (Sigma). Todas as preparagdes foram contracoradas e montadas com 2 pg/ml de DAPI
em Vectashield (Vector) e as imagens das células capturadas como descrito acima para a

coloracdo com fluorocromos.

Anaélises cariomorfoldgicas e medidas cromossdémicas

Os cariétipos foram mensurados com a utilizagdo do software Image Tool® 3.0. A
nomenclatura cromossdmica aplicada foi a de Guerra [1986] que identifica 0s cromossomos
pela posicdo do centrdmero através da razdo entre os bragos (R) ou pelo indice centromérico,
sendo a primeira utilizada neste trabalho. Assim, para cada espécie foram utilizadas no
minimo trés metafases. A tabela 1 sumariza os resultados obtidos para todas as espécies
analisadas, incluindo dados do coletor, local de coleta, contagens cromossémicas, formula de
bimodalidade, padrdes de bandas e posicao dos sitios de DNAr (45S e 5S). Para descri¢do da
formula cariotipica bimodal foram usados os simbolos seguintes: | (larger) para cromossomos

maiores e s (smaller) para cromossomos menores.

Resultados
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Todas as espécies analisadas apresentaram cariétipos bimodais ou levemente
bimodais, constituidos por cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e/ou acrocéntricos.
Os nameros cromossdmicos variaram de 2n = 38 em Cordyline fruticosa a 2n = ca. 180 em
Agave decipiens. O tamanho cromossémico médio variou de 0,38 um em Furcraea foetida a
3,76 um em Furcraea selloa. As espécies que foram analisadas através da FISH,
apresentaram apenas dois sitios de DNAr 5S por conjunto diploide, localizados na regido
intersticial de um dos menores pares cromossdmicos. Os resultados obtidos no presente
trabalho estdo sumarizados na tabela 1.

Subfamilia Agavoideae

Entre as oito espécies analisadas da subfamilia Agavoideae cinco (Agave angustifolia,
Furcraea foetida, F. gigantea, F. selloa e Yucca aloifolia) apresentaram um cariotipo
formado por 60 cromossomos, sendo 10 grandes (I) e 50 pequenos a medianos (s). Agave
angustifolia apresentou bandas CMA*/DAPI™ na regido intersticial do brago longo de um par
acrocéntrico e em um par cromossdmico do tipo s na regido intersticial CMA* (Fig. 3a).
Furcraea foetida, F. gigantea, F. selloa e Yucca aloifolia apresentaram banda CMA*/DAPI~
na regiao intersticial de um par cromossémico de tamanho mediano (Fig. 4a-c, e). Além disso,
Y. aloifolia apresentarou um par de bandas CMAY/DAPI™ intersticiais em um par
cromossdmico do tipo s, pequenas e nem sempre visiveis (Fig. 4e). Estas bandas CMA™ co-
localizaram com sitios de DNAr 5S (Fig. 4e-f).

Agave americana (Fig. 3e) e A. wocomahi (Fig. 3c) apresentaram 2n = 4x = 120 (20l +
100s), enquanto A. decipiens (Fig. 3f) apresentou 2n = 6x = ca. 180 (30l + 150s). As espécies
tetraploides apresentaram quatro bandas CMA*/DAPI", localizadas na regido intersticial de
dois pares cromossémicos maiores do tipo | (Fig. 3c, e). A espécie hexaploide apresentou dez
bandas CMA? intersticiais, oito em quatro pares cromossdmicos maiores e duas em um par
cromossdémico mediano (tipo s) (Fig. 3f). Nas espécies da subfamilia Agavoideae que foram
submetidas a FISH, os sitios de DNAr 45S sempre corresponderam as bandas CMA* (Figs.
3b, d, 4d), exceto as pequenas bandas terminais e intersticiais observadas em A. angustifolia e
Y. aloifolia.

Subfamilia Nolinoideae

Todas as espécies desta subfamilia apresentaram 2n = 2x = 40, com 8| + 32s em
Dracaena aubryana (Fig. 1a), D. fragans (Fig. 1c) e D. braunii (Fig. 1d) e Sansevieria
trifasciata (Fig. 1e). Contudo, S. cylindrica (Fig. 2a) apresentou 2n = 6x = 120, com 20l e
100s. Nas espécies do género Dracaena cada conjunto cromossémico diploide apresentou a

bimodalidade 8l + 32s e duas bandas CMA* pericentromérica proeminente, em um dos
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maiores pares cromossdmico, correspondente aos sitios de DNAr 45S (Fig. la-d). D.
aubryana apresentou também fracas bandas CMA™ na regido pericentromérica dos demais
cromossomos do complemento cromossémico e bandas DAPI™ nas regides terminais de quase
todos os cromossomos (Fig. 1a).

Sansevieria trifasciata com 2n = 2x = 40 (8] + 32s) apresentou um par de bandas
CMA'/DAPI~ em regido pericentromérica em um dos maiores pares do conjunto
cromossémico (Fig. 1le), enquanto Sansevieria cylindrica com 2n = 6x = 120 (201 + 100s)
apresentou trés pares de bandas CMA*/DAPI™ pericentroméricas proeminentes nos maiores
pares cromossomicos do complemento (Fig. 2a) Em ambos os casos as bandas CMA
corresponderam aos sitios de DNAr 45S (Figs. 1f e 2b).

Subfamilia Lomandroideae

Cordyline fruticosa com 2n = 2x = 38 (2n = 10l + 28s) apresentou um par de bandas
CMA*/DAPI™ pericentroméricas em um dos pares maiores, que provavelmente correspondem
a sitios de DNAr 45S (Fig. 2¢).

Discussao

A familia Asparagaceae [sensu APG IlIl, 2009] parece ser taxondmicamente
desarménica por abrigar representantes com alta diversidade morfologica [Patil e Pai, 2011] e
cuja circunscricdo e relacdes filogenéticas ndo sdo consenso entre os autores [Cronquist,
1981; Dahlgren e Clifford, 1982; Yeo, 1985]. Varios géneros das subfamilias Agavoideae,
Nolinoideae e Lomandroideae tém sido reunidos dentro da familia Agavaceae [Hutchinson,
1959] ou subvididos em familias distintas [Dahlgren et al., 1985; Thorne, 1992; APG I, 1998;
APG I, 2003]. Citologicamente, este grupo é caracterizado pela ocorréncia mais ou menos
acentuada de cario6tipos bimodais.

Os numeros cromossdmicos por complemento diploide encontrados no presente
trabalho estdo de acordo com aqueles previamente reportado na literatura [Goldblatt, 1984,
1985 e 1988; Goldblatt e Johnson, 1990, 1991, 1994, 1996, 1998, 2000, 2003, 2006 e 2010;
Carvalheira et al., 1991; Palomino et al., 2005]. As espécies dos géneros Agave, Yucca e
Furcraea se caracterizam por apresentar um cariotipo tipicamente bimodal, onde o
complemento monoploide € constituido por 51 + 25s [Patil e Pai, 2011; Palomino et al., 2005,
2008, 2010; McKain et al., 2012]. Por outro lado, as espécies de Dracaena, Sansevieria e
Cordilyne estudadas no presente trabalho apresentaram um caritipo simétrico, com a

presenca de quatro a cinco pares cromossdmicos um pouco maiores.
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A familia Asparagaceae apresenta grande variagdo cromossémica numérica, com
registro de ndmeros cromossdmicos que variam desde 2n = 10 em Resnova humifusa
[Wetschnig e Pfosser, 2003] a 2n = 180 para Agave decipiens [Banerjee e Sharma, 1989]. Esta
variacdo cromossdmica pode ser explicada a partir de um possivel ancestral com numero
basico x = 7, em que este numero tenha sofrido eventos seguidos de poliploidia e disploidias
[Darlington, 1963 apud Patil e Pai, 2011] resultando na variabilidade cromossomica, isto pode
ser corroborado por espécies que apresentam n = 7 e n = 30 como, por exemplo,
Chlorophytum kirkii Baker e Agave tequilana Weber, respectivamente.

A origem do cari6tipo bimodal dos atuais representantes da subfamilia Agavoideae
tem sido investigada por diversos autores. De uma forma geral tem sido demonstrado que os
principais mecanismos envolvidos na formacdo de um cariétipo bimodal sdo eventos de
disploidias [Schubert e Lysak, 2011] ou alopoliploidia [Mckain et al., 2012].

No caso das disploidias, cromossomos grandes teriam surgido por fusdo de
Cromossomos pequenos e/ou cromossomos pequenos teriam surgido pela fissdo de
cromossomos grandes ou por processos de translocacdes ndo-reciprocas. Apesar de Robert et
al. [2008] ndo terem encontrado sinais de DNA telomérico nas regides pericentroméricas ou
intersticiais dos cromossomos de Agave, 0 que evidenciaria a ocorréncia de fusoes
cromossémica. Contudo, esta hipotese ndo pode ser descartada visto que estas sequéncias de
DNA podem ter desaparecidas ao longo da evolucdo deste taxon. A segunda hipotese para
origem do cari6tipo bimodal € alopoliploidia, envolvendo espécies parentais com tamanhos
cromossomicos diferentes. Isso tem sido demonstrado por hibridagdo genémica in situ (GISH)
em algumas espécies, como em Emilia fosbergii, com 2n = 20, caridtipo bimodal, sendo 10
menores e 10 maiores, e em Millium com 8 menores e 8 maiores. [Bennett et al., 1992].

Recentemente, McKain et al. [2012] através da analise de sequenciamento de
transcriptoma sugeriram que o cari6tipo bimodal deste grupo teria originado por
alopoliploidia, envolvendo um ancestral com cromossomos maiores () e um outro com
cromossomos menores (s). Segundo esses autores, pelo menos dois eventos independentes de
poliploidia ocorreram dentro das Agavoideae, um dos quais formou o clado que originou as
Agave-Yucca (incluindo Furcraea).

Segundo essa hipotese e com base nas andlises cariologicas poderiamos imaginar a
ocorréncia de um ancestral comum para as Agavoideae, Nolinoideae e Lomandroideae. As
Agavoideae poderiam ter surgido por eventos de hibribidizacdo e poliploidizagéo entre uma
espécie hipotética com 2n = 10, com cromossomos longos e uma espécie com 2n = 40 com

cromossomos menores. Desta forma teria surgido um individuo com 2n = 50 que, por
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disploidia ascendente, envolvendo cinco pares do conjunto menor, originou o cariétipo com
2n = 60 do clado das Agavoideae (Figura 5).

Considerando que o namero basico ancestral para esse grupo seria X = 7, como
proposto por Darlington [1963 apud Patil e Pai, 2011], a espécie com 2n = 40, doadora dos
cromossomos s ja seria um poliploide diploidizado, proveniente da mesma linhagem ancestral
que deu origem as Dracaena, Sansevieria, Cordyline e géneros proximamente relacionados.
Neste caso, 0s cromossomos medianos observados em Agave, Yucca e Furcraea
corresponderiam aos maiores cromossomos de Dracaena, Sansevieria e Cordyline.

Durante o processo de diploidizacdo das espécies das Agavoideae os sitios duplicados
de varios genes foram eliminados, entre os quais os genes para DNAr 5S e DNAr 45S. Nas
Agavoideae, tanto os sitios de DNAr 5S quanto os sitios de DNAr 45S foram
preferencialmente eliminados do genoma proveniente do parental doador dos cromossomos |,
exceto em Agave, onde os sitios de DNAr 45S perdidos foram aqueles originarios do doador
do genoma com cromossomos s. Desta forma, os pares cromossémicos portadores dos sitios
de DNAr 45S e 5S nas diferentes espécies analisadas seriam homeologos entre si (exceto o
par portador do DNAr 45S em Agave). A presenca dos sitios de DNAr 45S e 5S, no conjunto |
e s, respectivamente, também foi confirmada em outras espécies e variedades de Agave
[Robert et al., 2008; Gomes-Rodrigues et al., 2013]. A eliminagéo preferencial dos sitios de
DNAr de um dos genomas parentais em alopolipléides tem sido relatado em alguns grupos de
plantas, como nas espécies alotetrapldides pertencentes a sessdao Repandae (Nicotiana)
[Leitch et al., 2005]. Neste caso os sitios de DNAr 5S foram perdidos do parental paterno
enguanto os sitios de DNAr 45S eliminados foram aqueles pertencentes ao parental materno.

Apesar da poliploidia ser considerada principal evento associado a evolucao
cariotipica dentro das angiospermas [Leitch et al., 2010], outros mecanismos como disploidia,
inversGes cromossdmicas, delecdo e amplificacdo de sequéncias devem esta também
envolvidos na evolucdo do grupo como um todo [ver por exemplo, Gomes-Rodrigues et al.,
2013]. Muitas espécies de Dracaena, Sansevieria e Cordyline possuem n = 20 e/ou n =19 ou
multiplos desses [Chupov, 2013]. Considerando que todo esse grupo possui uma linhagem
ancestral comum, as espécies com 2n = 40 surgiram provavelmente por eventos de
poliploidia, a partir de um ancestral com n = 10, enquanto as espécies com 2n = 38 podem ter
surgido por eventos de poliploidia seguido de disploidias. Uma evidéncia favoravel a essa
hipbtese é o fato que C. fruticosa (2n = 38) apresentou um par cromossémico do tipo | a mais,
e dois pares cromossémicos do tipo s a menos (101 + 28s) em relagdo as espécies Dracaena

analisadas aqui e S. trifasciata, todas com 2n = 40 sendo 8| + 32s.
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Yucca aloifolia foi a Gnica espécie analisada que apresentou os sitios de DNAr 5S co-
localizados com uma pequena banda CMA. A co-localizacdo de sitios de DNAr 5S com
blocos CMA e/ou DAPI é um evento menos frequente em plantas, mas tem sido observado
em algumas espécies de plantas como, por exemplo, em Maxillaria [Cabral et al., 2006]. A
unidade do DNAr 5S é composta por uma regido codificante bastante conservada, formada
por 120 pb, e um espacador ndo-transcrito (NTS), que pode variar entre as espécies tanto em
relacdo ao tamanho quanto a composicdo dos pares de bases [Shibata e Hizume, 2002]. A
formacdo de um tetranucleotideo do tipo G-G-C-C na regido do NTS, condi¢do necessaria
para ocorrer a ligagdo CMA-DNA [Hou et al., 2004], seguido por uma homogenizacdo dos
repeats do DNAr 5S de Y. aloifolia poderia explicar a maior afinidade do CMA* por essa
regiao.

Ao longo da evolucéo, distintas sequencias satélites surgiram nos diversos clados de
Asparagaceae. Os blocos heterocromaticos CMA/DAPI* observados em quase todos 0s
cromossomos de D. aubryana podem ser constituidos por uma Unica sequencia satélite
espalhada por todos os cromossomos atraves de recombinacdo ectopica ou com auxilio de
elementos transponiveis, e estudos recentes tém demonstrado a presenca de uma grande
quantidade de elementos transponiveis em varios representantes de Asparagaceae, sugerindo
que esses elementos possuam um papel importante na evolugdo dos genomas dessa familia
[Herteweck, 2013; Khaliq et al., 2012]. Por outro lado, o pequeno bloco CMA, observado na
regido terminal de um Unico par cromossdmico de A. angustifolia pode representar uma
caracteristica recente (apomorfia), visto que este bloco ndo foi observado em nenhuma outra
especie de Agave ou géneros proximos.

E possivel que as dificuldades encontradas para compreender as relaces filogenéticas
entre as Agavoideae, Nolinoideae e Lomandroideae estejam relacionadas ao fato das mesmas
possuirem um dos dois genomas ancestrais em comum e de terem sofrido posteriormente

diferentes alteracdes e rearranjos nos seus genomas.
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Figura 1: Metafases de Dracaena e Sansevieria coradas com CMA (amarelo) e DAPI (azul) e hibridizadas in situ com
sondas de DNAr 45S (verde) e de DNAr 5S (vermelho). a-b. Dracaena aubryana (2n = 40); c. D. fragans (2n = 40); d.
D. braunii (2n = 40); e-f. Sansevieria trifasciata (2n = 40) Setas em "a, ¢, d, €" indicam cromossomos do conjunto
maior | (larger). Barra em “f” corresponde a 10pum.



Figura 2: Metafases de Sansevieria cylindrica (2n = 120, a-b) e Cordyline fruticosa (2n = 38, c) coradas com CMA
(amarelo) e DAPI (azul) e hibridizadas in situ com sondas de DNAr 45S (verde) e de DNAr 5S (vermelho). Setas em
""c" indicam cromossomos do conjunto maior | (larger). Barra em “b e ¢” corresponde a corresponde a 10pum.
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Figura 3: Metéfases de Agave coradas com CMA (amarelo) e DAPI (azul) e hibridizadas in situ com sondas de DNAr
45S (verde) e de DNAr 5S (vermelho). Agave angustifolia (2n = 60, a-b); A. wocomahi (2n = 120, c-d); e. A.
americana (2n = 120); f. A. decipiens (2n = ca. 180). Barra em “f” corresponde a 10um. Células incompletas de Agave

angustifolia e A. wocomahi b e d.
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Figura 4: Metafases de Furcraea e Yucca coradas com CMA (amarelo) e DAPI (azul) e hibridizadas in situ com
sondas de DNAr 45S (verde) e de DNAr 5S - (vermelho). a. Furcraea foetida (2n = 60); b. F. gigantea (2n = 60); c-d.
F. selloa (2n = 60); e-f. Yucca aloifolia (2n = 60). Barra em “f” corresponde a 10pm. Célula incompleta de Furcraea

selloa em d.
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Figura 5: Representacdo esquematica dos caridtipos de Agavoideae, Lomandroideae e Nolinoideae. Indicando os principais eventos provavelmente
envolvidos na diversificagcdo cromossémica do grupo.
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Tabela 1. Espécies das subfamilias de Asparagaceae com seus respectivos locais de coleta, nimero cromossémico dipléide (2n),
formula de bimodalidade, bandas heterocroméaticas (CMA/DAPI) e sitios de DNAr (45S e 5S). AbreviacOes: i = intersticial; pe =
pericentromérica.

Taxon Coletor Local de Coleta 2n 2n=1+s  CMA'/DAPI-  DNAr DNAr

455 5S

Subfamilia Agavoideae

Herb.

Agave L.

A. americana JALN 21 Areia, PB 120 201 + 100s 4i

A. angustifolia JALN 06 Areia, PB 60 10l + 50s 2i 2i 2i

A. decipiens JALN 22 Areia, PB fgo 301 + 150s

A. wocomahi LPF13187 e deBia”ta”a’ 120 201+ 100s 4i 4i 4i

Furcraea Vent.

F. foetida JALN 10 Areia, PB 60 10l + 50s 2i

LPF 13523

F. gigantea AEBS S/N Recife, PE 60 10l + 50s 2i

F. selloa JALN 03, 08 Areia, PB 60 10l + 50s 2i 2i 2i

Yucca L.

Y. aloifolia AEBS S/N Recife, PE 60 10l + 50s 2i 2i
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Tabela 1. Cont.

73

Taxon Coletor Local de Coleta 2n 2n=1+s CMA'/DAPI- D4l\éér Dlgléé\r
Subfamilia Nolinoideae
Dracaena Vand. ex L.
D. aubryana JALN 02 Areia, PB 40 8l + 32s 40pe 2pe 2pe
D. fragrans JALN 04, 07 Areia, PB 40 8l + 32s 40pe
D. braunii JALN 23 Areia, PB 40 8l + 32s 40pe
Sansevieria Thunb.
S. cylindrica JALN 01 Areia, PB 120 24l + 96s 6pe 6pe 6pe
S. trifasciata JALN 09 Areia, PB 40 8l + 32s 2i 2pe 2pe
Subfamilia
Lomandroideae
Cordyline Comm. ex
R.Br.
C. fruticosa JALN 05, 11 Areia, PB 38 10l + 28s 2pe
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Short Reports must present results of sufficient importance to justify accelerated acceptance. They
should not be longer than 4 printed pages, including figures, tables and references.

Human Cytogenetics Case Reports are for de novo observations, particularly such which apply
the use of HGMP (Human Genome Mapping Project) resources to the detailed characterization of
chromosome rearrangements thereby further highlighting the nature of the abnormalities being
described.

Cytogenetics of Rare or Endangered Species with straightforward karyotype descriptions of
animals or plants should not be longer than 3 printed pages, including figures, tables and references.
Chromosome and Gene Workshops or Reports compile data that have been collected for single
chromosomes, genes or genomes, hereditary diseases and gene-phenotype correlations in man,
animals and plants. Illustrations and tables may be included.

Collaborative and Interactive Research Projects are contributions from investigators who are in
need of research materials, or need the assistance of colleagues with specialized expertise, or who
have data that is inadequate for a full report but which could be published when combined with data
of others.

Commentaries are a forum for observations, opinions, and comments outside the realm of
conventional scientific papers. Original data, illustrations and tables may be included.

Single Topic Issues

The journal has a tradition in publishing a series of themed issues. For these publications we are
soliciting the assistance of one or more expert investigators to act as Guest Editors in an area that is
particularly interesting and/or one in which there is a need for a thorough overview. The Guest
Editors invite top researchers to contribute original research reports or reviews of a topic that is in
their main area of interest. These manuscripts are peer reviewed the same way as the papers
received for the conventional issues. Proposals clearly outlining a theme and nominating potential
Guest Editors are welcome.

Submission

Manuscripts should be submitted online
Online Manuscript Submission

Should you experience any problems with your submission, please contact the editorial office:
claus.steinlein@biozentrum.uni-wuerzburg.de

Claus Steinlein

Department of Human Genetics
University of Wirzburg
Biozentrum, Am Hubland
D-97074 Wirzburg (Germany)
Tel. (+49) 931 31-88091
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Fax (+49) 931 31-84058

Authors should indicate which of the Executive or Associate Editors they feel would be most
appropriate for their report.

All manuscripts are subject to editorial review. The editors reserve the right to improve style and, if
necessary, return the manuscript for rewriting to the authors. The editorial office reserves rights to
reject manuscripts based on priorities and space availability in the journal.

Plagiarism Policy

Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as a case in
which a paper reproduces another work with at least 25% similarity and without citation. If
evidence of plagiarism is found before/after acceptance or after publication of the paper, the author
will be offered a chance for rebuttal. If the arguments are not found to be satisfactory, the
manuscript will be retracted and the author sanctioned from publishing papers for a period to be
determined by the responsible Editor(s).

Arrangement
Manuscripts must be prepared strictly in accordance with the style of this journal.

Title page: The first page should give the full names of the authors and their affiliations, the full
postal address, telephone and fax numbers, as well as the e-mail address of the corresponding
author.

Abstracts should be provided for all Original Articles, Reviews, Human Cytogenetics Case
Reports, and Cytogenetics of Rare or Endangered Species.

Figures: Digital illustrations should be sharp with good contrast and color rendition. Resolution for
all graphics should be at least 300 dots per inch. We request that all illustrations be in a common
format such as .jpg (.jpeg, .jpe), .tif (.tiff), .eps or .ppt.

Tables must be in Word format. Please use MS WORD Table > Insert > Table command from the
menu bar to make tables.

Literature Cited

References should be quoted in the text as follows:
Single author: Jones (1999)

Two authors: Jones and Smith (2000)
More than two authors: Jones et al. (2001)

The reference list should be arranged alphabetically according to the first author's surname. Titles
should be given in full.
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Papers published in electronic format should list authors, title and journal as above followed by the
journal's URL, eg:

Chinnappan D, Zhang Y, Ravid K:

AIM-1 Transgenic mice with a curly tail phenotype and its chromosome location.

Cytogenet Genome Res 98:231A (2002)

http://karger.com/doi/10.1159/000069799

Book references must include the book title, editor(s), publisher, and city of publication.
Recent issues of the journal should be carefully consulted for reference list style.
Agreement between text citations and the reference list should be checked carefully, and the latter

checked for accuracy. If many errors are found, the manuscript will be returned for corrections
which may cause considerable publication delay.

Gene Symbols

Human gene symbols: Only official gene symbols of the HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC) are accepted. Authors must obtain or verify the official gene symbol of the gene(s)
mapped and indicate that they have done so in the manuscript submitted. This can be accomplished
for human genes by contacting

HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)
Wellcome Trust Genome Campus

Hinxton, Cambridgeshire

CB10 1SA, UK

Fax +44 (0)1223 494 468

E-Mail hgnc@genenames.org

Website: www.genenames.org

Guidelines set forth by the HUGO Gene Nomenclature Committee are available at
http://www.genenames.org/guidelines.html.

New symbols and names for genes can be requested electronically through the online gene symbol
request form at http://www.genenames.org/cgi-bin/hgnc_request.pl.

Animal gene symbols: Authors submitting material on mouse and rat genetics should obtain
correct genetic nomenclature before publication. Contact

Dr. Lois Maltais

MGD Nomenclature Coordinator
The Jackson Laboratory

600 Main Street

Bar Harbour ME 04609 (USA)
Tel. +1 (207) 288 6429

Fax +1 (207) 288 6132

E-mail nomen@informatics.jax.org
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MGD home page: www.informatics.jax.org

Guidelines set forth by the International Committee on Standardized Genetic Nomenclature for
Mice are available at www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/table.shtml

New symbols and names for genes can be requested electronically through the online symbol
registry form at www.informatics.jax.org/mgihome/nomen

Gene mapping data for the mouse should also be submitted to the Mouse Genome Database (MGD)
following the guidelines at www.informatics.jax.org/mgihome/submissions/submit.shtml.

The assigned MDG accession numbers should be included in the manuscript for publication.
Assistance  with  submissions can be obtained by sending an e-mail to
submissions@informatics.jax.org.

Guidelines for the Use of Cell Lines in Cancer Research

Guidelines published by the United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research may be
downloaded from the NCRN website: http://www.ncrn.org.uk/csg/publications.htm.

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional data that are not necessary for the scientific
integrity and conclusions of the paper. Please note that all supplementary files will undergo editorial
review and should be submitted together with the original manuscript. The Editors reserve the right
to limit the scope and length of the supplementary material. Supplementary material must meet
production quality standards for Web publication without the need for any modification or editing.
In general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. All figures and tables should have
titles and legends and all files should be supplied separately and named clearly. Acceptable files and
formats are: Word or PDF files, Excel spreadsheets (only if the data cannot be converted properly to
a PDF file), and video files (.mov, .avi, .mpeg).

Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all users worldwide
free and full access for reading, downloading and printing at www.Karger.com. The option is
available for a one-time fee of CHF 3,000.00, which is a permissible cost in grant allocation. More
information can be found atwww.karger.com/authors_choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access Policy that
final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12 months of the official
publication date. As a service to authors, Karger submits your manuscript on your behalf to
PubMed Central (PMC) immediately upon publication. It usually receives a PMCID within
approximately a month and will appear in PMC after 12 months. For those selecting our
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premium Author's Choice™ service, the usual embargo will be overridden, accelerating the
accessibility of your work. More details on NIH's Public Access Policy are available here.

Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints (i.e. final draft
post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the following conditions are met:
Articles may not be used for commercial purposes, must be linked to the publisher's version, and
must acknowledge the publisher's copyright. Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature,
however, are also permitted to archive the final, published version of their article, which includes
copyediting and design improvements as well as citation links.

Page Charges, Color Reproductions
The journal will defray the costs of the first eight printed pages (a total of about 8,000 words minus
any tables or figures). Any additional pages will be defrayed on a cost-sharing basis by the authors
at the rate of CHF 325.00 per page.

There are no charges for illustrations and color reproductions.

Electronic Proofs

Unless otherwise indicated, proofs are e-mailed to the corresponding author.

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional data that are not necessary for the scientific
integrity and conclusions of the paper. Please note that all supplementary files will undergo editorial
review and should be submitted together with the original manuscript. The Editors reserve the right
to limit the scope and length of the supplementary material. Supplementary material must meet
production quality standards for Web publication without the need for any modification or editing.
In general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. All figures and tables should have
titles and legends and all files should be supplied separately and named clearly. Acceptable files and
formats are: Word or PDF files, Excel spreadsheets (only if the data cannot be converted properly to
a PDF file), and video files (.mov, .avi, .mpeg).

Reprints
Reprints are available against payment.

Order forms listing prices are provided with the proofs. If no reprints are desired this should be
indicated on the form.

Orders submitted after the issue has gone to press are subject to considerably higher prices.
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Requirements for Gene Mapping Reports

1.The gene must not have been previously mapped by any technique.
Authors should check the above listed databases to determine if this is true. This means that
mapping confirmations will not be accepted. Relocations of genes incorrectly mapped within a
major chromosome band, i.e., to a different subband, will not be accepted. However, genes that are
relocated a significant distance from the one to which it had been assigned, or to another
chromosome, will be accepted. The evidence for the new assignment must be obtained with two
different methods.

2. Well-described flanking markers must be given for all mapping assignments.
The relative location of the flanking markers can be established by standard radiation hybrid or
mouse backcross panels. For mapping by fluorescence in situ hybridization (FISH), the markers
must be within 5 ¢cM or 5 Mb of the gene or genes that have been mapped.

3. The results from DNA sequence database searches must be given for the mapped gene(s).
The entire sequences should not be given, just the size, degree of the matches and their significance.
If several sequences are involved, this should be presented in a concise table listing the standardized
gene names as established by the HUGO Gene Nomenclature Committee (see above) and accession
numbers of the matching sequences. The human chromosome reference sequences nucleotide
position of mapped genes should also be given as they become available.

The following categories must be collected into a single publication if submitted from one
group of investigators:

(a) All cDNAs representing a single multigene family

(b) Genes located within a single chromosome band

(c) A series of orthologous genes when the results of comparative mapping studies in the mouse (or
some other species) and human genes are reported.

Authors of both accepted and not accepted papers are encouraged to submit their data to

mapping databases. The mirror sites of the Genome Database (www.gdb.org) are prepared to
accept the data if presented in the short report format.
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