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Figural Distribuicdo geografica da familia Amaryllidaceae. Subfamilia 28
Agapanthoideae (a); Subfamilia Amaryllidoideae (b); Subfamilia
Allioideae: tribo Allieae (c), tribo Tulbaghieae (d), tribo Gilliesieae (e).

Figura 2 Principais etapas da técnica de hibridizagdo in situ fluorescente. A 36
marcacdo da sonda (a) realizada independentemente da preparacdo da
lamina (b). Posteriormente, a sonda e o DNA cromossomico S&o
desnaturados (c, d) e, quando colocados em contato, a sonda hibridiza in
situ () com o DNA-alvo. A marcacdo da sonda pode ser detectada por
anticorpos ligados a fluorocromos (f) e visualizada diferencialmente ao
microscaépio (g).

Figura3 Diagrama esquematico da estrutura das histonas. (a) Proteinas dos 39

nucleossomos sdo designadas: H2A (histona 2A), H2B (histona 2B), H3
(histona 3) e H4 (histona 4). Cada histona esta presente em duas copias,
de modo que o DNA (preto) envolve um octdmero de histonas. (b) As
caudas amino-terminais de histonas do nuacleo. Lisinas (K) nas caudas
amino-terminais das histonas H2A, H2B, H3 e H4 sdo potenciais locais de
acetilacdo/desacetilacdo para a histona acetiltransferases (HAT) e histonas
deacetilases (HDAC). A, acetil; C, carboxila; E, acido glutamico; M,
metil; N, amino-terminal; P, fosfato; S, serina; Ub, ubiquitina.

CAPITULO I: Localizagdo cromossdmica dos sitios de DNAr e heterocromatina, e suas
implicagdes para a evolugdo cariotipica em representantes dos géneros Habranthus,
Hippeastrum e Zephyranthes (subtribo Hippeastrinae: Amaryllidaceae)

Figural Metafases mit6tica de espécies do género Hippeastrum (2n = 22) coradas 190
com CMA (amarelo), DAPI (azul) e hibridizadas com sondas de DNAr
5S (vermelho) e 45S (verde). (a-b) Hippeastrum glaucescens; (c-d) H.
puniceum; (e-f); H. striatum (g-h) H. stylosum; (i-j) Hippeastrum spl.
Insertos mostram maior ampliacdo em a, ¢, e, g, i das bandas
CMA'/DAPI e em b, d, f, h, j dos sitios de DNAr 5S e 45S. Barra em j
corresponde a 10pm.

Figura2 Cariogramas das especies do género Hippeastrum coradas com DAPI
(azul) e hibridizadas in situ com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S
(verde). (a) Hippeastrum glaucescens; (b) H. puniceum; (c); H. striatum;
(d) H. stylosum; (e) Hippeastrum spl. Todos os cariogramas foram
organizados por ordem decrescente de tamanho. Abarra em e
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corresponde a 10 pm. A linha pontilhada indica a posi¢do do 191
centrémero.

Figura 3 Células metafasicas de espécies dos géneros Habranthus e Zephyranthes 192

coradas com CMA (amarelo), DAPI (azul) e hibridizadas com sondas de
DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde). (a-b) Habranthus brachyandrus (2n
= 12); (c-d) H. sylvaticus (2n = 12); (e-f) Zephyranthes flavissima (2n =
14); (g-h) Z. mesochloa (2n = 24); (i-J) Zephyranthes aff. stellaris (2n =
20). Insertos mostram maior ampliagdo em a, c, e, g, i das bandas
CMA'/DAPI e em b, d, f, h, j dos sitios de DNAr 5S e 45S. Setas em b
apontam bandas mais fortemente coradas com DAPI apdés a FISH
(inserto). Cabeca de setas em i indicam bandas CMA®. Barra em j
corresponde a 10um.

Figura4 Cariogramas das espécies do género Habranthus e Zephyranthes coradas 193
com CMA (amarelo) e DAPI (azul) e hibridizadas in situ com sondas de
DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde). (a) Habranthus brachyandrus; (b) H.
sylvaticus (c) Zephyranthes flavissima; (d) Z. mesochloa; (e)
Zephyranthes aff. stellaris. Todos os cariogramas foram organizados por
ordem decrescente de tamanho. A barra em e corresponde a 10 pum. A
linha pontilhada indica a posi¢do do centrémero.

CAPITULO Il: Marcagéo de histonas H3 e H4 modificadas em diferentes dominios da
cromatina de Habranthus sylvaticus (Amaryllidaceae): um caso incomum para espécie
com genoma grande

Figural Caracteristicas citologicas de Habranthus sylvaticus. (a) Ndcleo 210
interfasico, (b) profase e (c) prometafase coradas com Giemsa (d)
bandeamento C em metafase (e) sobreposi¢do das imagens coradas com
CMA'/DAPI (amarelo/azul, respectivamente). (f) FISH com DNAr 5S
(vermelho) e 45S (verde) (g) marcacdo com anti-H4K5ac (verde) e DAPI
(vermelho). Setas em (d) indicam bandas C, (e) bandas CMA" e (f) sitios
de DNAr 45S. Cabecas de setas em (f) apontam sitios de DNAr 5S.
Insertos mostram maior ampliacio das bandas CMA'/ DAPI (e), dos
sitios de DNA 5S (vermelho) e 45S (verde) (f) e dos cromossomos
hiperacetilados nas regides terminais e proximais (g). Barra em d, f, g”
corresponde a 10 pm.



Figura 2

Figura 3

Figura4

Figura 5

Ciclo de mitdtico de Habranthus sylvaticus marcadas com anti-H4K5ac
(verde). (a) nuacleo interfasico e (b) profase. (c, d, e) prometafase,
metafase e anafase, respectivamente, mostrando RONSs acetiladas (setas).
() telofase. Inserto em (d) mostra a mesma célula corada sequencialmente
com CMA/DAPI (amarelo/azul). Observe RONs desacetiladas em (a),
(b) e (f). DAPI foi pseudocorado em vermelho. Barra em > corresponde
a 10 um.

Imunodeteccéo das histonas H3K9me2 (a-c), H3K27me2 (d-f) e H3S10f
(g-i) em nucleos interfasicos e cromossomos de Habranthus sylvaticus.
Setas em (b, c, e, f) indicam pequenos blocos mais brilhantes nas regides
terminais enriquecidos pela H3K9me2 e H3K27me2, respectivamnete.
Inserto em (e, f) mostra nucleo interfasico marcado uniformemente pela
H3K27me2, com pequenos pontos mais brilhantes. Insertos em (h, j)
mostram maior ampliacdo da regido pericentromérica marcada com
H3S10f e a presenca de grandes blocos fosforilados na profase. DAPI
pseudocorado em vermelho. Barra em f corresponde a 10 pm.

Idiograma exibindo as marcas H4K5ac (azul), H3K27me2 e H3K9me2
(verde claro), H3S10f (violeta), bandas CMA" (amarelo), DNAr 45S
(verde), DNAr 5S (vermelho) e centrébmero (cinza). OC, ordem
cromossdmica; TC, tamanho cromossdémico; RB = brago longo/curto.

Histograma ilustrando a quantidade relativa de DNA 2C de Habranthus
sylvaticus e Tulbaghia simmleri (padrdo) obtido pela analise por
citometria de fluxo de nucleos isolados corados com iodeto de propidio de
folhas jovens.
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CAPITULO II1: Distribuicdo da eu- e heterocromatina em espécies de Crinum L.
(Amaryllideae, Amaryllidaceae)

Figura 1

Metafases mitoticas e nucleos interfasicos de Crinum americanum (a-b),
C. asiaticum (c-d) e C. ornatum (e-f) corados com Giemsa (primeira
coluna), bandeamento C (segunda coluna), DAPI (terceira coluna), CMA
(quarta coluna) e FISH com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S
(verde) (quinta coluna). Inserto em e5 mostra ampliacdo do cromossomo
com sitios de DNAs 5S e 45S. Setas em preto indicam as RONs
heterocromaticas. Setas em branco indicam os sitios de DNAr 5S. Barra
em f5 representa 10um.
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Figura 2

Figura 3

ANEXOS

Figura 1

Imunodeteccdo das histonas H4K5ac (a-c), H3K27me2 (d-f) e H3S10f
(g-i) em ndcleos interfasicos e cromossomos de Crinum ornatum. DAPI
foi pseudocorado em vermelho. Barra em i corresponde a 10um.

Ciclo de mitético de C. ornatum utilizando a anti-H4K5ac (verde). (a)
nacleo interfasico e (b) profase. (c, d) metafase e anafase,
respectivamente, mostrando RONs acetiladas (setas). (f) telofase.
Observe RONs desacetiladas em (a), (b) e (e). DAPI foi pseudocorado
em vermelho. Barra em e corresponde a 10 pm.

llustracdo de alguns representantes de Amaryllidaceae. (a) Crinum
americanum, Ilha Comprida, SP; (b) C. asiaticum, llha Comprida, SP;
(c) C. ornatum, Rio Tinto, PB; (d) Hippeastrum glaucescens, Morro do
Chapéu, BA; (e) H. puniceum, lgarassu, PE; (f) H. striatum, Palmeiras,
BA; (g) H. stylosum, Rio Tinto, PB; (h) Habranthus brachyandrus,
Cacapava do Sul, RS; (i) H. sylvaticus, Petrolina, PE; (j) Zephyranthes
flavissima, Alegrete, RS; (K) Z. mesochloa, Bagé, RS; (I) Z. aff. stellaris,
Morro do Chapéu, BA.
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CAPITULO I: Localizagdo cromossdémica dos sitios de DNAr e heterocromatina, e suas
implicacbes para a evolucdo cariotipica em representantes dos géneros Habranthus,
Hippeastrum e Zephyranthes (subtribo Hippeastrinae: Amaryllidaceae)

Tabela 1.

Tabela 2.

Espécies estudadas da subtribo Hippeastrinae, seus respectivos locais de 188
coleta, numero cromossémico diploide (2n), namero fundamental (NF),
formula cariotipica (FC), variagdo no tamanho cromossémico,
comprimento cromossémico total do complemento haploide (tl), média
do comprimento cromossomico (C), razdo entre 0 cromossomo maior e
0 menor cromossomo do complemento (R), razdo média da relacdo
entre 0s bracos cromossdmicos (r), indice de assimetria
intracromossomica (Al) e indice de assimetria intercromossomica (A2).

Relacdo das especies estudadas, locais de coleta e dados cariotipicos 189
relativos ao nimero e distribuicdo de bandas CMA/DAPI e sitios de

DNAr. AbreviagOes: i = intersticial; p = proximal; st = subtelomérica; t

= terminal.

CAPITULO I11: Distribuicdo da eu- e heterocromatina em espécies de Crinum L.
(Amaryllideae, Amaryllidaceae)

Tabela 1.

Espécies estudadas do género Crinum, seus respectivos locais de coleta, 232
numero cromossémico diploide (2n), numero fundamental (NF),
variagcdo no tamanho cromossémico, comprimento cromossémico total

do complemento hapldéide (tl), média do comprimento cromossémico

(C), razdo entre 0 cromossomo maior e 0 menor cromossomo do
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Resumo das formulas do cariotipicas, nimero de bandas C, CMA”, 233
DAPI", distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S, modificacdes de
histonas especificas da eu- e heterocromatina de espécies do género
Crinum.
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Santos, Emmanuelly Calina Xavier Rodrigues dos; Dr.; Universidade Federal Rural de
Pernambuco; fevereiro, 2015; MAPEAMENTO DOS SITIOS DE DNAr 5S E 45S E

ORGANIZACAO DA CROMATINA EM REPRESENTATES DA FAMILIA
AMARY LLIDACEAE JAUME ST.-HIL. Leonardo Pessoa Felix, Reginaldo de Carvalho.

RESUMO: Amaryllidaceae compreende aproximadamente 1600 espécies distribuidas em 14
tribos e 51 géneros, cuja evolucgdo cariotipica caracteriza-se por duas tendéncias opostas: a
estabilidade e a variacdo. Os géneros Crinum e Hippeastrum, por exemplo, exibem pouca
variacdo no numero e na morfologia cromossdémica, e baixa frequéncia de poliploidia. Por
outro lado, Zephyranthes apresenta ampla incidéncia de cromossomos Bs, translocagoes
Robertsonianas e eventos de poliploidia. Com o objetivo de inferir sobre 0s mecanismos
evolutivos envolvidos na diversificacdo destes tdxons, foram estudadas espécies dos géneros
Crinum, Habranthus, Hippeastrum e Zephyranthes por meio do bandeamento C e com 0s
fluorocromos CMA e DAPI, e mapeamento fisico dos sitios de DNAr 5S e 45S. Além disso,
foi investigada a distribuicdo cromossomal de histonas modificadas (H4K5ac, H3K9me2,
H3K27me2 e H3S10f) em Crinum americanum, C. asiaticum, C. ornatum e Habranthus
sylvaticus, buscando ampliar o entendimento sobre a organizacdo dos genomas destas
espécies. Os nimeros cromossdmicos variaram de 2n = 12 em Habranthus brachyandrus e
Habranthus sylvaticuss a 2n = 26 em Zephyranthes mesochloa. Todas as bandas
heterocromaticas CMA'/DAPI™ foram observadas em associacio com as RONs, exceto em C.
ornatum que apresentou bandas C, CMA/DAPI* e CMA®/DAPI’. O nimero de sitios de
DNAr 45S variou de dois a quatro, sempre colocalizados com as bandas heterocromaticas
CMA", enquanto os sitios de DNAr 5S variaram de dois a seis. O anticorpo contra H4K5ac
revelou marcacdo uniforme nos nucleos interfasicos e ao longo dos cromossomos profasicos.
Contudo, alguns cromossomos prometafasicos e metafasicos foram marcados fortemente nas
regides terminais e proximais. No ciclo mitotico, H4K5ac revelou em prometafase-anafase,
um pequeno bloco hiperacetilado em um cromossomo, o qual foi associado a RON, que em
tel6fase desaparece por completo. H3K9me2 e H3K27me2 marcaram fracamente ao longo
dos cromossomos. No entanto, foi possivel observar pequenos blocos mais brilhantes nas
regibes terminais e/ou pericentroméricas. A marca¢do com anti-H3S10 ocorreu mais
fortemente na regido pericentromérica da profase a metafase. Alteracbes cromossdmicas
estruturais podem gerar variacdo detectavel, e a analise das mesmas podem fornecer
informagcdes importantes sobre a evolucéo das espécies. A ocorréncia de duas bandas CMA*
terminais e duas bandas CMA" proximais em H. brachyandrus possivelmente resultou de uma

inversdo paracéntrica em um dos pares cromossomicos, modificando o padrdo de bandas
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CMA" terminais observado nos demais representantes do grupo. Além disso, o (nico par
cromossémico com trés pares de sitios de DNAr 5S nesta espécie é um forte indicativo de
rearranjos cromossémicos, possivelmente resultado de translocagdes, duplicaces ou acdo de
elementos  transponiveis. A elevada variagcdo observada nas caracteristicas
cariomorfométricas, no padrdo de localizacdo dos sitios de DNAr e na distribuicdo da
heterocromatina sdao compativeis com a hipdtese de evolucao reticulada em Hippeastrinae. A
tribo Hippeastrinae € monofilética, cujas principais linhagens apresentam uma relacéo
coerente entre dados moleculares e cromossémicos. Contudo, sdo necessarias analises mais
detalhadas, envolvendo outras técnicas citogenéticas, a fim de que sejam identificados
marcadores mais Uteis para a diferenciacdo das espécies dos géneros Habranthus e
Zephyranthes. Diferente da maioria das espécies com genomas grandes, que apresentam
padrdo de distribuicdo uniforme de marcas de histonas na eu- e heterocromatina, as espécies
de Crinum e Habranthus sylvaticus parecem manter um nivel de organizacdo gendmica com
compartimentos mais definidos em relagdo aos dominios de cromatina e organizacdo de suas

sequéncias.

Palavras-chave: Cromatina. CMA/DAPI. epigenética. FISH. fluorocromos. histona.
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Santos, Emmanuelly Calina Xavier Rodrigues dos; Dr.; Universidade Federal Rural de
Pernambuco; fevereiro, 2015, MAPEAMENTO DOS SITIOS DE DNAr 5S E 45S E

ORGANIZACAO DA CROMATINA EM REPRESENTATES DA FAMILIA
AMARY LLIDACEAE JAUME ST.-HIL. Leonardo Pessoa Felix, Reginaldo de Carvalho.

ABSTRACT: Amaryllidaceae comprises about 1600 species distributed in 14 tribes and 51
genera, in which karyotype evolution is characterized by two important trends: stability and
variation. The genera Crinum and Hippeastrum, for example, exhibit little variation in both
chromosome number and morphology and low frequency of polyploidy. On the other hand,
Zephyranthes presents extensive incidence of B chromosomes, Robertsonian trasnlocations
and polyploid events. In order to infer the evolutionary mechanisms involved in
diversification of these taxa, we studied species of the genera Crinum, Habranthus,
Hippeastrum and Zephyranthes by using C-banding, CMA/DAPI fluorochrome banding and
physical mapping of 5S and 45S rDNA sites. In addition, we investigated the chromosomal
distribution of modified histones (H4K5ac, H3K9me2, H3K27me2 and H3S10f) in Crinum
americanum, C. asiaticum, C. ornatum and Habranthus sylvaticus in order to increase
knowledge of the genome organization in these species. Chromosome numbers ranged from
2n = 12 in Habranthus brachyandrus and H. sylvaticus to 2n = 26 in Zephyranthes
mesochloa. All CMA'/DAPI" heterochromatin bands were observed in association with
NORs, except C. ornatum that presented C, CMA/DAPI* and CMA/DAPI° bands. The
number of 45S rDNA sites ranged from two to four, always colocalized with CMA*
heterochromatin bands, while 5S rDNA sites ranged from two to six. The antibody against
H4K5ac showed uniform labeling in interphase nuclei and along the prophase chromosomes.
However, some prometaphase and metaphase chromosomes were strongly labeled on the
terminal and proximal regions. In the mitotic cycle, H4K5ac revealed in prometaphase-
anaphase a small hiperacetylated block on a chromosome, which was associated with NOR,
that completely disappears in telophase. H3K9me2 e H3K27me2 marked poorly along the
chromosomes. However, was possible to observe little brighter spots on terminal and/or
pericentromeric regions. The labeling with anti-H3S10 strongly marked on pericentromeric
regions in prophase and metaphase. Structural chromosomal changes can generate detectable
variation, and the analysis of them can provide important insights about the evolution of
species. The occurrence of two CMA™ terminal bands and two CMA" proximal bands in H.
brachyandrus probably is a result of a paracentric inversion in one chromosome pair,
changing the pattern of CMA" terminal bands observed in other representatives of the group.

Furthermore, the only chromosome pair with three pairs of 5S rDNA sites in this species is
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strongly indicative of chromosomal rearrangements, possibly as a result of ancestral
translocations, duplications or transposable elements activity. The high variation observed in
karyomorphometric features, location patterns of rDNA sites and the heterochromatin
distribution is compatible with the reticulated evolution hypothesis of Hippeastrinae. The tribe
Hippeastrinae is monophyletic, in which the main lineages present a consistent relationship
between molecular and chromosome data. However, analyses more detailed are necessary,
involving additional cytogenetic techniques, in order to identify the most useful markers for
species differentiation in the genera Habranthus and Zephyranthes. Unlike most species with
large genomes, which present uniform distribution patterns of histone marks on the eu- and
heterochromatin, the species of Crinum and Habranthus sylvaticus seem to maintain a level of
genomic organization with more defined compartments in relation to chromatin domains and

organization of their sequences.

Keywords: Chromatin. CMA/DAPI. epigenetic. FISH. fluorochromes. histone.
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1. INTRODUCAO

A familia Amaryllidaceae € constituida por aproximadamente 1600 espécies
pertencentes a 20 tribos e 80 géneros, com distribui¢do quase cosmopolita, sendo encontradas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Souza e Lorenzi, 2012; Stevens, 2014).
Os principais centros de diversidade das amarilidaceas s&o a América do Sul, a Africa do Sul
e 0 Mediterraneo, com géneros tropicais frequentemente adaptados a ambientes com secas
sazonais, ocorrendo algumas espécies em florestas Umidas (Arroyo e Cutler 1984; Willis,
1988; Ito et al., 1999; Meerow, 2004; Monteiro e Oliveira, 2010). Para o Brasil foram
catalogados cerca de 14 géneros e 150 espécies, cuja ocorréncia é bastante expressiva na
maioria dos tipos vegetacionais (Dutilh, 2009). A familia é representada por ervas bulbosas
(raramente rizomatozas), perenes ou bienais, com ovarios inferos e inflorescéncia cimosa
(Dahlgren et al., 1985).

Muitos representantes da familia Amaryllidaceae apresentam significativa importancia
econdmica em todo o mundo, principalmente por apresentarem grande potencial ornamental
(Dutilh, 2005), aléem de produzirem alcaloides importantes para industria farmacéutica, como
€ 0 caso das espécies Zephyranthes grandiflora Lindl. (Katoch et al., 2012), Crinum
asiaticum L. (Surain e Aneja, 2014), C. americanum L., C. latifolium Linn., C. macowanii
Baker, entre outras (Refaat et al., 2012). No Brasil, 0 uso ornamental das amarilidaceas é
amplamente difundido, destacando-se como espécies mais comumente cultivadas o agapanto
(Agapanthus africanus (L.) Hoffmanns.), o lirio-beladona (Amaryllis belladonna L.), a clivia
(Clivia miniata (Lindl.) Bosse), a acucena-do-brejo (Crinum erubescens Kunth), o lirio-do-
Amazonas (Eucharis grandiflora Planch. e Linden), a acucena (Hippeastrum spp.), a coroa-
imperial (Scadoxus multiflorus (Martyn) Raf. e o zefirantes (Zephyranthes candida (Lindl.)
Herb.) (Souza e Lorenzi, 2012).

Com base em dados moleculares, foram circunscritas recentemente em
Amaryllidaceae as familias Alliaceae e Agapanthaceae (APG Il1, 2009), alcangando o critério
de monofiletismos para a familia. Atualmente, Amaryllidaceae esta dividida em trés
subfamilias: Agapanthoideae, com apenas um género e sete espécies (Leighton, 1965;
Zonneveld et al., 2003), Allioideae, com aproximadamente trés tribos, 11 géneros e 600
espécies (Rahn, 1998; Dutilh, 2009), e Amaryllidoideae com cerca de 16 tribos, 70 géneros e
800 espécies (Meerow, 2009; Stevens, 2014). As relacbes taxonbmicas em Amaryllidaceae
tém sido discutidas por varios autores, com base em caracteres morfolégicos (Amaral, 2007,
2011), anatbmicos (Alves-Arauljo, 2012), embrioldgicos (Zhang et al., 2010) e bioguimicos

(Katoch et al., 2012; Surain e Aneja, 2014), bem como por meio de dados moleculares
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utilizados em andlises cladisticas (Meerow et al., 2000). Estas analises geralmente
correspondem ao uso de marcadores moleculares de genes nucleares, como espagador
transcrito interno ou ITS (sigla do inglés, Internal transcribed spacer) do DNAr (DNA
ribossomal) 45S e de cloroplasto (matK, rbcL, trnL, trnL-F, ndhF, atp3-rbcL), utilizados para
a reconstrucdo das relacdes filogenéticas entre espécies e géneros estreitamente relacionados
(Soltis et al., 1998). Com base em sequéncias de ITS, Meerow et al. (2000) realizaram um
amplo estudo filogenético envolvendo 76 espécies americanas de Amaryllidaceae, que
elucidaram as relagbes dentro da tribo Hippeastreae, onde os géneros Rhodophiala C. Presl,
Habranthus Herb. e Zephyranthes Herb. foram considerados polifiléticos. Mais recentemente,
analises de sequéncias cloroplastos (DNAcp) (3'ycfl, ndhF, trnL YA-F A% e nyclear (ITS)
revelaram, consistentemente, dois grandes clados na tribo Hipeastreae, 0s quais sao
formalmente reconhecidos como subtribos. A subtribo Traubiinae, formada por Traubia
Moldenke, Placea Miers e Phycella Lindl., com x = 8, e ocorréncia de um estigma capitato; a
subtribo Hippeastrinae, incluindo Eithea Ravenna, Habranthus, Hippeastrum, Rhodophiala,
Sprekelia Heist. e Zephyranthes, que é caracterizada por uma série de numeros
cromossémicos basicos (x = 6-11) e frequente poliploidia e aneuploidia (Garcia et al., 2014).
Contudo, as relacdes taxonémicas na familia ainda sdo incertas, sendo a delimitacdo de alguns
géneros bastante debatida.

Citologicamente, a familia é bem estudada e possui registro de numeros
cromossdmicos para aproximadamente 60% do total de espécies. Apresenta uma grande
amplitude de nimeros cromossdémicos, variando de 2n = 5 em Agapanthus umbellatus L'Her
(subfamilia Agapanthoideae) (Sharma e Mukhopadhyay, 1963) a 2n = 138 em
Eucharis caucana Meerow (subfamilia Amaryllidoideae) (Meerow, 1989). Alteraces
cromossOmicas numéricas e estruturais tém sido amplamente identificadas no grupo e a
evolucdo cariotipica da familia é caracterizada por duas tendéncias opostas: a estabilidade e a
variacdo cariotipica. Os géneros Crinum L. (Jones e Smith, 1967; Raina, 1978), Hippeastrum
Herb. (Naranjo e Andrada, 1975) e Eucharis Planch. e Linden (Meerow, 1987), por exemplo,
exibem grande estabilidade cariotipica, com semelhanca da morfologia cromossémica e baixa
frequéncia de poliploidia, principalmente autopoliploides (Alam et al., 2010). No entanto, 0s
géneros Hymenocallis Salisb. (Flory e Schmidhauser, 1957; Flory, 1976; Lakshmi, 1978),
Lycoris Herb. (Inariyama, 1931, 1951; Bose e Flory, 1963; Kurita, 1986, 1987a, b, c, 1989),
Narcissus L. (Fernandes, 1942, 1967, 1968) e Zephyranthes Herb. (Felix et al., 2008;
2011a,b) apresentam variagdes tanto na morfologia quanto no nimero de cromossomos, além
da ocorréncia de alopoliploidia e transloca¢fes Robertsonianas. Contudo, a maioria dos

estudos cariotipicos em Amaryllidaceae envolve apenas a analise dos numeros
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cromossémicos, o0 que limita a diferenciagdo de alguns taxons cariomorfologicamente
similares e o entendimento dos mecanismos evolutivos que levaram as variagdes cariotipicas
em diversos grupos proximamente relacionados. Técnicas citogenéticas e citomoleculares
como o bandeamento C e com fluorocromos, a hibridizacao in situ (FISH) com sondas de
DNA ribossomal e mais recentemente a imunocoloragdo com histonas modificadas, de
maneira independente ou combinadas, permitem o entendimento da organizacdo do genoma e
dos mecanismos evolutivos responsaveis por variagdes cromossémicas em grupos distintos de
plantas (Moraes et al., 2007; Dhar et al., 2009). No género Citrus L., por exemplo, foi
possivel através do bandeamento cromossémico com os fluorocromos CMA e DAPI,
diferenciar espécies e os parentais de cada hibrido (Moraes et al., 2007). Em Nothoscordum
gracile, a combinacdo de dados moleculares e citogenéticos como, por exemplo, o uso dos
fluorocromos CMA e DAPI e a FISH, auxiliaram a elucidar a origem da espécie e suas
relacdes filogenéticas (Souza et al., 2012).

Nessa perspectiva, o presente trabalho teve por objetivo ampliar os conhecimentos
relacionados a evolucdo cariotipica e as relacBes taxondmicas em Amaryllidaceae,
investigando citologicamente a distribui¢do dos padrbes de bandas heterocromaticas por dupla
coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI e a distribuicdo das sequéncias de DNAr 5S e
45S por FISH. Além disso, foram analisadas a distribuicdo e a organizacdo da eu- e
heterocromatina utilizando a imunodetec¢do de histonas modificadas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FAMILIA AMARYLLIDACEAE J. SAINT-HILAIRE

2.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

A familia Amaryllidaceae é constituida por ervas, geralmente com bulbos subterraneos
ou menos frequentemente cormos ou rizomas (como por exemplo, em Clivia Lindl., Scadoxus
Raf. e Agapanthus L°Heér), perenes, terrestres (eventualmente aquaticas ou epifiticas),
ocasionalmente aromaticas ou com latex e ricas em alcaloides especificos para a familia
(Meerow e Snijman, 1998; Souza e Lorenzi, 2012). O caule é basal, herbaceo, pequeno, com
crescimento simpodial (Oliveira, 2006). As folhas sdo anuais ou persistentes, simples, sésseis
ou pseudo-pecioladas, de bordo inteiro, lanceoladas a fortemente elipticas, alternas disticas ou
espiraladas, concentradas na base da planta, paralelinérvea, as vezes fistulosas (algumas
espécies de Allium L.), geralmente deciduas na floragdo, margem inteira, glabras e raramente
com tricomas (Meerow e Snijman, 1998).

A inflorescéncia é cimosa, frequentemente umbeliforme e disposta no apice de um
longo escapo cheio ou fistuloso, por vezes totalmente subterraneo e parecendo obsoleto,
sustentada por duas bracteas na regido distal, livres ou unidas na base, bractéolas geralmente
presentes, pequenas e filiformes (Strydom, 2005; Oliveira, 2006). Cada inflorescéncia pode
trazer de uma a varias flores, sésseis ou pediceladas, eretas ou declinadas. As flores sdo
bissexuadas, de simetria actinomorfa ou ligeiramente zigomorfa, diclamideas e
homoclamideas, comumente constituida de corona, calice e corola unidos entre si (Meerow e
Snijman, 1998). Cdlice trimero, corola trimera, geralmente seis estames, declinados ou eretos,
distribuidos em dois verticilos subiguais ou de tamanhos diferentes, livres ou menos
frequentemente unidos entre si ou ao perianto formando um tubo estaminal. Os filetes estéo
inseridos na fauce e as anteras séo dorsifixas, rimosas, introrsas, com deiscéncia longitudinal.
O estilete é filiforme, oco, e apresenta estigma que pode ser capitado, trilobado ou trifido,
nectarios septais presentes, gineceu gamocarpelar, ovario supero (Agapanthoideae Endl. e
Allioideae Herb.) ou infero (Amaryllidoideae Burnett), sincarpico, trilocular (raramente
unilocular), placentacdo axial, l6culos bi-pluriovulados (Oliveira, 2006; Souza e Lorenzi,
2012).

O fruto é geralmente do tipo capsula deiscente, as vezes indeiscente ou muito
raramente baga, como por exemplo, no género Clivia. As sementes variam de secas a

carnudas, globosas a discoide, com endosperma cuja reserva € constituida por lipidios,
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frequentemente com fitomelanina negra ou marrom nas células da testa, embora algumas

espécies apresentem sementes de coloragdo verde ou avermelhada (Strydom, 2005).

2.1.2 Considerac0es taxondmicas e filogenéticas

A familia Amaryllidaceae pertence a ordem Asparagales Link juntamente com
Orchidaceae Jussieu e Iridaceae Jussieu (Chase et al., 2000) e constitui um dos grupos com
maior diversidade dentro das monocotileddneas (Souza e Lorenzi, 2012; Stevens, 2014). Os
limites taxondmicos em Amaryllidaceae tém variado muito ao longo das ultimas décadas,
ocasionando intensos debates entre taxonomistas sobre 0s géneros que a integram.

A autoria da familia € atribuida, nos dias atuais, a Saint-Hilaire (1805) que reuniu e
organizou a familia com base na ocorréncia de inflorescéncias em umbela, duas bracteas
espatais da inflorescéncia, perianto tubular, 6-lobado e 6 estames (Greuter et al., 2003).
Posteriormente, Brown (1810) delimitou a familia de forma a agrupar apenas 0s géneros com
ovario infero. Diante da falta de limites precisos e de sua consideravel diversificacdo,
Amaryllidaceae foi relacionada com a ordem Liliales por Cronquist (1981; 1988) que
posicionou Amaryllidaceae, Alliaceae Borkhausen, Astromeriaceae Dumort., Herreriaceae
Kunth e Liliaceae Jussieu em uma Unica familia, Liliaceae. Dahlgren et al. (1985) por meio da
integracdo de caracteristicas morfologicas, quimicas e citologicas, reconheceram
Amaryllidaceae como membro da ordem Asparagales, desligando o grupo da familia
Liliaceae, classificando-o como um clado monofilético bem suportado, que foi corroborado
por estudos filogenéticos mais recentes (Fay et al., 2000; McPherson et al., 2004; Chase et
al., 2009).

Em Amaryllidaceae as relagfes taxondmicas tém sido discutidas por varios autores,
ndo apenas com base em caracteres morfoldgicos, anatbmicos, embrioldgicos e bioquimicos,
mas tambem por meio de dados moleculares utilizados em analises cladisticas, que
geralmente correspondem ao uso de marcadores moleculares de genes nucleares, como
espacador transcrito interno ou ITS (sigla do inglés, Internal transcribed spacer), do DNAr
(DNA ribossomal) 45S, e de cloroplasto (matK, rbcL, trnL, trnL-F, ndhF, atpf3-rbcL),
utilizados para a reconstrucdo filogenética de espécies e géneros estreitamente relacionados
(Soltis et al., 1998). Por exemplo, as analises filogenéticas com base em sequéncias ITS
(Meerow et al., 2000; Meerow, 2010) permitiram elucidar as relacbes dentro da tribo
Hippeastreae e indicaram que os géneros, Rhodophiala C. Presl, Habranthus Herb. e
Zephyranthes Herb. ndo sdo monofiléticos. Analises filogenéticas para o género Crinum L.,

com enfase nas espécies da Africa tropical, por meio da utilizacdo de sequéncias trnL-F e ITS,
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ndo corroboram o tratamento taxénomico baseado na morfologia da flor, mas foram
verificadas correlagGes positivas entre aspéctos geoldgicos e ecoldgicos e a filogenia do grupo
(Kwembeya et al. 2007). Através de sequéncias de cloroplastos (DNAcp) (3"ycfl, ndhF, trnL
(UAALE A%y @ nuclear (ITS), Garcia et al. (2014) indicaram consistentemente dois grandes
clados na tribo Hipeastreae, os quais foram formalizados como subtribos: 1) Traubiinae,
formada por Traubia Moldenke, Placea Miers e Phycella Lindl., s&o poliploides raros, com x
= 8, e ocorréncia de um estigma capitato; 2) Hippeastrinae, incluindo Eithea Ravenna,
Habranthus, Hippeastrum, Rhodophiala, Sprekelia Heist. e Zephyranthes, é caracterizada por
uma série de numeros cromossdmicos basicos (x = 6-11) e frequente poliploidia e
aneuploidia.

Com base em dados moleculares ou andlises filogenéticas, foram circunscritas em
Amaryllidaceae as familias Alliaceae e Agapanthaceae (APG I, 2009). Mais recentemente,
Chase et al. (2009) instituiram mudancas na classificacdo infrafamilial estabelecendo trés
subfamilias: Agapanthoideae, Allioideae e Amaryllidoideae (Tabela 1). (1) Agapanthoideae
compreende apenas o género Agapanthus, com sete espécies que ocorre na Africa do Sul, mas
se encontra amplamente difundida pelas regies subtropicais e temperadas devido a seu uso
como ornamental (Leighton, 1965; Zonneveld et al., 2003). Em Agapanthus as espécies sdo
herbaceas, perenes, rizomatosas, com folhas lineares arrosetadas, planas, lineares a oblongas e
bastante carnudas, as inflorescéncias em umbela no extremo de um escapo afilo mais longo
que as folhas, as flores grandes e vistosas, bissexuadas, actinomorfas ou
ligeiramente zigomorfas, hermafroditas e homoclamideas e o fruto capsular com sementes
aladas (Stevens, 2014). (2) Allioideae, com aproximadamente 11 géneros e 600 espécies, &
composta por plantas terrestres, perenes ou anuais, herbaceas, normalmente bulbosas, com
caule subterréneo do tipo bulbo tunicado, simples (cebola) ou composto (alho), sendo dividida
em trés tribos: Allieae Dumortier, com apenas um género (Allium) ocorre em regides
temperadas do Hemisfério Norte; Tulbaghieae Meisner compreende dois géneros, Tulbaghia
L. e Prototubaghia Vosa, com distribuicdo natural limitada & Africa do Sul; Gilliesieae Baker,
com oito géneros, Gilliesia Lindl., Leucocoryne Lindl., Miersia Lindl., Nothoscordum Kunth,
Solaria Phil., Speea Loes, Trichlora Baker e Tristagma Poepp. (= Ipheion), distribuidos
desde o sul dos Estados Unidos e México até a Argentina e Chile (Rahn, 1998; Dutilh, 2009).
(3) Amaryllidoideae que se distingue das demais por apresentar caracteristicas quimicas
especificas, exoderme com células curtas e longas, velame com duas a quatro camadas,
esclerénquima e feixes em anéis no escapo, bracteas espatais equitantes, presenca de corona e

ovario infero (Stevens, 2014).
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Com cerca de 800 espécies e 70 géneros, Amaryllidoideae possui 16 tribos:
Amaryllideae Dumortier, com 11 géneros (Amaryllis L., Ammocharis Herb., Boophone
Herb., Brunsvigia Heist Crinum, Crossyne Salisb, Hessea Herb., Namaquanula D. e U.
Muiller-Doblies, Nerine Herb. e Strumaria Jacq. ex Willd.); Calostemmateae D. e U. Miiller-
Doblies, com dois géneros (Proiphys Herb. e Calostemma R.Br.); Clinantheae Meerow, com
trés géneros (Clinanthus Herb., Pamianthe Stapf. e Paramongaia Velarde); Cyrtantheae
Traub consiste em um s género, Cyrtanthus Aiton; Eucharideae Hutchinson, com quatro
géneros (Eucharis, Caliphruria Herb., Urceolina Rchb. e Plagiolirion Baker); Eustephieae
Hutchinson, com trés géneros (Eustephia Cav., Hieronymiella Pax e Chlidanthus Herb.);
Gethylliedeae L., com um Unico género, Gethyllis L.; Griffineae Ravenna, com dois géneros
(Griffinia Ker Gawl. e Worsleya (Traub) Traub); Haemantheae Hutchinson, com seis géneros
(Apodolirion Baker, Clivia, Cryptostephanus Welw. ex Baker, Gethyllis L., Haemanthus L.,
Scadoxus); Hippeastreae Sweet, com 10 géneros (Eithea, Habranthus, Hippeastrum,
Phycella, Placea, Rhodophiala, Sprekelia, Traubia e Zephyranthes); Hymenocallideae Small,
com trés géneros (Ismene Salisb. ex Herb., Hymenocallis e Leptochiton Sealy); Galantheae
Parlatore, com cinco géneros (Acis Salisb., Galanthus L., Hannonia Braun-Blang. e Maire,
Lapiedra Lag e Leucojum L.); Lycoridae D. e U. Muller-Doblies, com dois géneros (Lycoris
e Ungernia Rchb.); Narcisseae Lamarck e de Candolle, com dois géneros (Narcissus e
Sternbergia Waldst. e Kit.); Pancratieae Dumortier, com dois géneros (Pancratium L. e
Vagaria Herb.); Stenomesseae Traub, com cinco géneros (Eucrosia Ker Gawl., Mathieua
Klotzsch, Phaedranassa Herb., Rauhia Traub. e Stenomesson Herb.) e Tocantinieae Ravenna,
com dois géneros (Tocantinia Ravenna e Cearanthes Ravenna (Meerow e Snijman, 2001;
Meerow, 2009; Stevens, 2014).
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Tabela 1. Subfamilias e tribos sensu APG 111 (2009) pertencentes a familia Amaryllidaceae.

Familia suportada pelo  Familia suportada pelo ~ Subfamilia suportada Tribos sugeridas por

APG 11 APG 11 pelo APG Il Meerow et al. (2000)
Agapanthaceae Amaryllidaceae Agapanthoideae* -
Alliaceae Amaryllidaceae Allioideae Allieae
Tulbaghieae
Gilliesieae
Amaryllidaceae Amaryllidaceae Amaryllidoideae Amaryllideae
Calostemmateae
Clinantheae
Cyrtantheae

Eucharideae
Eustephieae
Galantheae
Gethylliedeae
Griffinneae
Haemantheae
Hippeastreae
Hymenocallideae
Lycoridae
Narcisseae
Pancratieae
Stenomesseae
Tocantinieae

*Subfamilia monotipica, ndo apresentando tribo.

2.1.3 Centro de Origem e Distribuicdo geogréafica

A familia tem distribuicdo quase cosmopolita, sendo encontradas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais, embora, espécies dos géneros Narcissus e Galanthus ocorram
no norte da Gra Bretanha (Amaral, 2011; Souza e Lorenzi, 2012; Stevens, 2014). Em
Amaryllidaceae os principais centros de diversidade sdo a América do Sul, a Africa do Sul e 0
Mediterraneo, com géneros tropicais frequentemente adaptados a ambientes com secas
sazonais, ocorrendo algumas espécies em florestas Umidas (Arroyo e Cutler 1984; Willis,
1988; Ito et al., 1999; Meerow, 2004; Monteiro e Oliveira, 2010). Apesar de Amaryllidaceae
apresentar uma tendéncia de distribuicdo em regides tropicais, a familia se adaptou facilmente
ao clima tropical de altitude no alto das cordilheiras dos Andes e ecossistemas temperados
extratropicais na Europa e na Asia (Meerow e Snijman, 1998). Um estudo filogenético com
enfogue na origem e na historia biogeografica da familia Amaryllidaceae a partir de dados
moleculares, suportou a hipotese de que a familia originou-se na Africa e propagou-se por
outros continentes, sugerindo que o centro secundario de diversidade ¢ a América do Sul (Ito
et al., 1999).

A distribuicio da subfamilia Agapanthoideae esta limitada a Africa do Sul. No
entanto, encontra-se difundida pelas regiGes subtropicais e temperada, devido ao seu uso

como ornamental (Leighton, 1965) (Fig. 1a). Representantes da subfamilia Amaryllidoideae
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também s&o encontrados na Africa do Sul, bem como na América do Sul e Mediterraneo
(Meerow e Snijman, 1998) (Fig. 1b). A subfamilia Allioideae é a mais amplamente
distribuida, ocorrendo no Hemisfério Norte, América do Sul e sul da Africa, em regides
temperadas, subtropicais e tropicais (Rahn, 1998; Stevens, 2014). A tribo Allieae encontra-se
no norte temperado, frequentemente em ambiente sazonal seco, especialmente do
Mediterraneo a Asia Central, do norte ao oeste da América e espalhados na Africa (Fig. 1c).
Tulbaghieae é encontrada no sul da Africa (Fig. 1d) e Gilliesieae ocorre do sul dos Estados
Unidos, México a América do Sul (Fig. 1e).

Na regido neotropical ocorre cerca de 30 géneros e 350 espécies de amarilidaceas,
distribuidas desde o México até America Central e oeste dos Andes do Chile e Argentina,
como relatado por Meerow (2004), que evidenciou a existéncia de areas de grande
diversidade por toda essa regido, principalmente no Brasil, Chile e os Andes do Equador e
Peru. Os g@éneros neotropicais mais representativos sdo Hippeastrum (50-60 ssp.),
Hymenocallis (ca. 50 ssp.), Zephyranthes (ca. 70 ssp.) e Clinanthus (ca. 30 ssp.) que sdo
adaptados aos diferentes tipos de ambientes, desde os sazonalmente secos a aquaticos e de
altitudes elevadas (Souza e Lorenzzi, 2012).

No Brasil sdo reconhecidas cerca de 150 espécies da familia Amaryllidaceae,
agrupadas em 14 géneros (Dutilh, 2010; Souza e Lorenzi, 2012). Cearanthes Ravenna (1 sp.),
Crinum (3 ssp.), Eithea (1 sp.), Eucharis (3 ssp.), Griffinia Ker-Gawler (ca. 20 ssp.),
Habranthus (ca. 20 ssp.), Hippeastrum (ca. 30 ssp.), Hymenocallis (4 ssp.), Nothoscordum
(ca. 33 ssp.), Rhodophiala (1 sp.), Tocantinia Ravenna (1 sp.), Tristagma (4 ssp.), Worsleya
(Traub) Traub. (1 sp.) e Zephyranthes (ca. 20 ssp.) sdo géneros nativos do Brasil (Dutilh,
2009). Cearanthes, Griffinia, Tocantinia e Worsleya sdo géneros exclusivamente brasileiros

(Meerow e Snijman, 1998).
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Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Amaryllidaceae. Subfamilia Agapanthoideae (a); Subfamilia
Amaryllidoideae (b); Subfamilia Allioideae: tribo Allieae (c), tribo Tulbaghieae (d), tribo Gilliesieae (e).
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Fonte: Adaptado de Stevens (2014).

2.1.4 Importancia econémica

A familia Amaryllidaceae sempre chamou atencdo, ndo so pela exuberancia de suas
flores amplamente comercializadas no mundo inteiro, mas também pelo emprego
farmacoldgico de alguns de seus representantes. Suas espécies e hibridos apresentam elevado
potencial ornamental, assumindo um papel de destaque por produzirem flores geralmente
grandes, coloridas e vistosas. Espécies do género Galanthus, Leucojum e Narcissus sdo as
plantas bulbosas mais tradicionalmente utilizadas como ornamentais nas regides temperadas,
a exemplo de Narcissus cyclamineus DC. (narciso) (Kamenetsky e Okubo, 2012).

No Brasil, varios representantes de Amaryllidaceae séo utilizados como ornamental,
destacando-se como espécies mais comumente cultivadas o agapanto (Agapanthus africanus
(L.) Hoffmanns.), o lirio-beladona (Amaryllis belladonna L.), a clivia (Clivia miniata (Lindl.)
Bosse), a acucena-do-brejo (Crinum erubescens Kunth), o lirio-do-Amazonas (Eucharis

grandiflora Planch. e Linden), a agucena (Hippeastrum spp.), a coroa-imperial (Scadoxus
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multiflorus (Martyn) Raf. e o zefirantes (Zephyranthes candida (Lindl.) Herb.) (Souza e
Lorenzi, 2012).

A hibridacdo para a obtencdo de novas variedades de plantas ornamentais € uma
pratica muito utilizada no mundo inteiro. Os narcisos (Narcissus spp.) sdo muito populares no
Hemisfério Norte, particularmente na Europa, com inimeros hibridos ja produzidos (Souza e
Lorenzi, 2012). Diversas espécies de Hippeastrum, por exemplo, tém sido extensivamente
hibridadas para comercializagdo em véarios paises, como é o caso da cultivar mais conhecida
comercialmente, o hibrido “Hippeastrum x hybridum”, cuja producédo visa a exportagdo para
paises como a Holanda, México, Chile e Argentina (Amaral, 2011). Outros hibridos como
Crinum x powellii Hort. ex Backer, Eucharis x grandiflora Planch. e Linden e Galanthus x
valentinei subsp. subpplicatus sdo muito utilizados no Brasil por profissionais da area de
jardinagem e paisagismo contemporaneo (Lorenzi e Souza, 2001).

Em Amaryllidaceae, muitas espécies sdo fortemente empregadas para uso medicinal.
No género Crinum, por exemplo, os bulbos e folhas sdo usados como expectorantes, laxantes,
tonicos (Tram et al., 2002), para tratar ferimentos, abscessos, dores de ouvido, infec¢des de
rim e bexiga, reducdo de inchacos em articulaces e em preparacbes anticonvulsivantes
(Fennell e Staden, 2001; Silva, 2008). Em algumas espécies do genero Narcissus, como
Narcissus poeticus, é extraido um 0Oleo essencial usado para tratamento de cancer (Pettit et
al., 1986). Os bulbos de Nerine filifolia Baker séo usados por tribos africanas em infusdes
para tratar tosses e resfriados, doencas renais e hepéticas, para alivio de dores nas costas e
como remédio para infertilidade (Nair et al., 2005). Outras espécies de Allium tém potencial
anti-inflamatorio, vermifugo, antisséptico, diurético, hipotensor e antitérmico, e produzem
alicina e garlicina, que lhe conferem propriedades antibacterianas (Harris et al., 2001;
Benkeblia, 2003). Outros grupos de Amaryllidaceae sdo amplamente utilizados na
alimentacdo, particularmente as espécies Allium cepa L., A. sativum L., A. fistulosum L., A
schoenoprasum L. e A. ampeloprasum L. (Souza e Lorenzi, 2012).

Na familia Amaryllidaceae ja foram isolados cerca de 500 tipos de alcaloides (Jim,
2007) em mais de 36 géneros e 150 espécies (Amaral, 2007). E considerada uma das 20
familias mais importantes entre as que apresentam alcaloides em sua composicdo (Unver,
2007). Alcaloides sdo substancias naturais basicas, derivadas de aminoacidos, com um ou
mais a&tomos de nitrogénio heterociclico e exibem a mais importante fonte de fitofarmacos por
possuirem forte atividade biologica (Silva, 2008). Entre os varios alcaloides de
Amaryllidaceae que apresentam atividade bioldgica, podemos destacar a licorina, que
apresenta atividade antiviral, antiparasitaria, antitumoral (Batista et al., 1996; Rossi e Coelho,

2000; Unver, 2007), inibicdo da biossintese do acido ascorbico e do crescimento e divisdo



30

celular em plantas superiores e algas (Evidente, 1983). A pancratistatina, isolada de
Hymenocallis littoralis (Jacq.) Salisb. (= Pancratium littorale Jacq.), apresenta atividade
antineoplasica (Jin, 2007). A acetilcaranina e ambelina, provenientes da espécie Amaryllis
beladona, exibiram atividade in vitro contra leucemia linfécita murina P-388 (Pettit et
al.,1984).

2.2 CONTRIBUICAO DA CITOGENETICA EM ESTUDOS CITOTAXONOMICOS

2.2.1 Citogenética classica e coloracgao diferencial

A analise cromossdmica utilizando corantes acidofilos, como Giemsa, orceina acética,
reativo de Schiff e hematoxilina/eosina, permite a visualizacdo nitida dos cromossomos,
revelando dados sobre o numero e morfologia cromossdmica, tais como, posicdo do
centrébmero e localizacdo da constricdo secundaria, além da estrutura do ndcleo interfasico e
do padrdo de condensacdo profasica (Guerra, 1987; Soares-Scott, 1998). Dentre os corantes
empregados na coloracdo convencional, o Giemsa é o mais utilizado, possibilitando a
visualizacdo de segmentos da cromatina de densidade muito baixa, resultando numa maior
caracterizacdo de regifes descondensadas de cromossomos profasicos e prometafasicos
(Guerra e Nogueira, 1990). Um exemplo da contribui¢do da analise citogenética convencional
na citotaxonomia foi realizado por Alves et al. (2011), que analisaram citogeneticamente 15
espécies da subfamilia Iridoideae Eaton (Iridaceae). A partir da coloracdo com Giemsa, foi
sugerida a delimitacdo de dois grupos carioldgicos: as tribos Irideae e Trimezieae, com
cariotipos mais simétricos e a tribo Tigrideae, com cari6tipos fortemente assimétricos. Este
exemplo corrobora o fato de que as caracteristicas basicas do cariétipo podem ser uma boa
indicacdo de similaridade/diferenca genética, muito util em estudos sistematicos.

A coloracdo convencional tem contribuido substancialmente na obtencdo de dados
cromossémicos numeéricos e morfologicos de varios grupos de plantas (Guerra e Souza,
2002). No entanto, estas caracteristicas podem ser compartilhadas entre varios tdxons, sendo
entdo fundamental o emprego de técnicas citogenéticas mais refinadas. Entre estas, estdo o
bandeamento cromossémico com corantes fluorescentes (cromomicina Az (CMA) e 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI)), a hibridizacéo in situ fluorescente ou FISH (sigla do inglés
Fluorescent in situ Hybridization) e mais recentemente a imunocoloragdo de histonas
modificadas. Todas essas técnicas tém sido amplamente utilizadas para a analise cariotipica
de maneira independente ou combinadas, permitindo o entendimento da organizagdo do

genoma e dos mecanismos evolutivos responsaveis por variagdes cromossémicas em grupos
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distintos de plantas (Moraes et al., 2007), como em Costus spiralis, Eleutherine bulbosa
(Feitoza e Guerra, 2011), Plantago ovata (Dhar et al., 2009), Phaseolus vulgaris L. (Fonséca
et al., 2014) e espécies de Citrus (Marques et al., 2011).

2.2.2 Citotaxonomia vegetal

A citotaxonomia vegetal baseia-se na utilizacdo de dados citogenéticos como
instrumentos para a compreensdo das relacdes de parentesco e dos mecanismos genéticos de
evolucdo, sobre inimeros grupos em diferentes niveis hierarquicos (Guerra, 2000; Stace
2000). Nos altimos anos, a citogenética cresceu consideravelmente e vem atuando em
diversos campos da biologia, como o melhoramento genético (Soares-Scott et al., 2005; Liu et
al., 2011), a caracterizacdo de germoplasma (Cheng et al., 1998; Bauchan et al., 2002), a
medicina clinica (Lee et al., 2007; Mrdzek et al., 2007) e sobretudo na taxonomia e evolugéo
vegetal (Guerra e Nogueira, 1990; Melo et al., 2001; Alves et al., 2011; Santos et al., 2012).
De acordo com Guerra (1988), a citogenética se refere a todo e qualquer estudo do
cromossomo (isolado ou em conjunto), desde sua morfologia, organizagdo, funcdo e
replicacdo até a sua variacao e evolucdo, no estagio condensado ou descondensado. Estudos
citogenéticos tém promovido uma série de informagdes para um melhor entendimento das
relacBes de parentescos entre 0s taxons, utilizando como variaveis, por exemplo, as variacdes
numéricas, morfoldgicas, comportamento meiotico, padrdo de bandas e o conteudo de DNA
(Guerra, 1988). Dados cariomorfoldgicos, como o numero e a posicdo das RONs (regides
organizadoras de nucléolos), quantificacOes e padrbes de distribuicdo de diferentes familias de
DNA satélite, o tipo de cinetécoro e aspectos do nucleo interfasico, também podem ser
utilizados para associar ou separar espécies (Guerra, 1988; Stace, 2000).

Os principais parametros da citogenética classica sdo numero, morfologia e tamanho
cromossémico. O nimero cromossdmico é o elemento cariotipico mais comumente usado em
analises citotaxonémicas, sendo uma ferramenta Util na sistematica e evolucdo das plantas,
que possibilita complementar informag6es obtidas por métodos morfoldgicos e moleculares,
detectando poliploidias e outras alteracdes de grande relevancia no genoma (Guerra, 2008). A
importancia da citotaxénomia classica pode ser demonstrada, por exemplo, na familia
Asparagaceae, cujo monofiletismo foi fortemente suportado pela uniformidade notavel do
nimero cromossdmico e a pela simetria caridtipica de espécies do género Agave,
anteriormente posicionado na familia Amaryllidaceae, e Yucca incluido na familia Liliaceae
(Guerra, 2008).
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Com a determinacgéo e comparacdo do nimero cromossoémico entre diferentes espécies
de um determinado taxon, é possivel reconhecer o niUmero cromossémico ancestral do grupo
(numero basico x), as possiveis linhagens evolutivamente relacionadas e a correlacdo entre as
diferentes linhagens com os grupos taxonémicos estabelecidos (Melo et al., 1997; Melo e
Guerra, 2003; Andrade, 2007). No entanto, em alguns casos 0s ndmeros cromossdmicos
podem ser homoplasicos, impossibilitando uma analise sisteméatica precisa. Outro ponto
limitante para a determinacdo dos nimeros cromossdmicos € a presenga de Cromossomos
supranumerarios, uma vez que apresentam ocorréncia humérica variavel, e podem dificultar o
estabelecimento seguro do numero cromossémico de um taxon. Contudo, ao longo dos anos
foram desenvolvidas técnicas citogenéticas e moleculares que permitem uma andlise
citotaxondémica mais detalhada, e consequentemente, um melhor entendimento das relagdes
filogenéticas entre tdxons. Os principais parametros utilizados atualmente na citogenética
moderna sdo a analise de contetdo de DNA, bandeamento cromossdémico, hibridizacdo in situ

e anélise comparativa de uma determinada fragdo do DNA (por exemplo, DNA satélite).

2.2.3 Heterocromatina: bandeamento C e fluorocromos

A cromatina € um complexo de DNA e proteinas que se encontra dentro do nucleo
celular, sendo classificada em dois tipos: a heterocromatina e a eucromatina. Heitz (1928)
observou que a heterocromatina se mantém condensada em todo o ciclo celular, enquanto a
eucromatina apresenta um ciclo de condensacdo-descondensacdao (Grewal e Jia, 2007). A
eucromatina corresponde a regido menos condensada em intérfase, consequentemente mais
acessivel a maquinaria da transcricdo, sendo composta principalmente por regides de alta
densidade génica (Djupedal e Ekwall, 2008). A heterocromatina é altamente condensada e
compactada, apresentando caracteristicas importantes, como a quase auséncia de atividade
génica, replicacdo tardia na fase S do ciclo celular, baixa frequéncia de recombinacdo
meiotica e presenca de DNA repetitivo (Grewal e Moazed, 2003; Sumner, 2003; Djupedal e
Ekwall, 2008; Dimitri et al., 2009). Estd dividida em heterocromatina facultativa (HF) e
constitutiva (HC), sendo a ultima um elemento cromossémico amplamente estudado pelos
citogeneticistas (Sumner, 2003). A HF ocorre em apenas um dos cromossomos homologos, e
fica ativa em apenas um curto periodo de tempo do ciclo de vida do individuo, mantendo-se
epigeneticamente reprimida. A HC ocorre em ambos 0s cromossomos homologos,
permanecendo condensada por todo ciclo celular, formando blocos em torno do centrdomero
(regibes pericentroméricas), nos teldomeros (regides terminais) e em regides intersticiais dos

cromossomos, sendo as sequéncias de DNA repetitivo (satélites) o seu principal componente
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(Lohe et al., 1993; Pedrosa et al., 2001; Partridge et al., 2002; Dimitri et al., 2004). O estado
heterocromatico da HC é uma caracteristica cromossémica herdavel, o que explica o seu
envolvimento em indmeros estudos evolutivos, uma vez que a distribuicdo de bandas
heterocromaticas do cariotipo facilita a diferenciacdo cariotipica das espécies.

Em plantas, as técnicas mais utilizadas para localizar HC sdo o bandeamento C com
Giemsa e a coloracdo base-especifica com fluorocromos, cromomicina Az (CMA3) e 0 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Friebe et al., 1996). No bandeamento C, 0s cromossomos sao
tratados com &cido acético, hidroxido de bario e uma solucgéo salina a 60°C para promover a
eliminacdo parcial das proteinas e de DNA, particularmente na regido eucromatica, formando
bandas de DNA altamente repetitivo coradas preferencialmente por Giemsa (Holmquist,
1979; Schwarzacher et al., 1980; Guerra, 1988). Por meio do bandeamento C é possivel
diferenciar a heterocromatina constitutiva na forma de bandas distintas, permitindo
comparagOes entre espécies ou taxons relacionados. Estudos realizados em Capsicum L.
(Solanaceae) (Moscone et al., 1993) e Scilla L. (Hyacinthaceae) (Greilhuber, 1995), por meio
da aplicagdo do bandeamento C, contribuiram para a delimentacdo taxonOmica e
entendimento dos mecanismos de evolucdo cariotipica.

O bandeamento cromossémico com corantes fluorescentes constitui a coloracdo
cromossdmica diferencial mais frequentemente utilizada, cujos fluorocromos CMA e o DAPI
se ligam preferencialmente em regides do DNA, principalmente heterocromatina, com riqueza
de guanina e citosina (GC) e adenina e timina (AT), respectivamente (Sumner, 2003). Além
disso, a partir da coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI, é possivel identificar os
diferentes tipos de bandas heterocromaticas ricas em GC (DAPI/CMA"), ricas em AT
(DAPI*/CMA") ou AT/GC neutras (DAPI°’CMA®) (Barros e Silva e Guerra, 2010). Outros
tipos de bandas HC menos comuns, tais como DAPI*/ CMA*, DAPI’’CMA" e DAPI’/CMA,
também ja foram relatadas (Vanzela e Guerra, 2000; Brito et al., 2003; Costa e Forni-Martins,
2004). No entanto, a composicdo destas bandas ainda ndo estd completamente entendida. A
analise do padrdo de bandas com o0 CMA também evidencia as RONs ricas em GC, nas quais
estdo inseridos genes de RNAr (Schweizer, 1976; Greilhuber, 1984). Séo utilizados também
outros fluorocromos no bandeamento cromossémico diferencial, como o Hoechst 33258 e a
Quinacrina, com afinidade por bases AT, e mitramicina, com afinidade a regi6es ricas em GC
(Schweizer e Ambros, 1994; Sumner, 2003).

A dupla coloragio CMA/DAPI tem permitido comparar caridtipos e esclarecer
relacBes evolutivas em varios géneros vegetais. Em Psygmorchis pussila L. (Orchidaceae),
dados citogenéticos obtidos atraves do bandeamento C e colora¢do com fluorocromos CMA e

DAPI sugerem a ocorréncia de disploidia decrescente através de translocacdo Robertsoniana,
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uma vez que essa espécie, que possui 0 menor nimero cromossomico (2n = 12) dentre as
orquideas, difere do nimero basico proposto para a familia (x = 7) (Felix e Guerra 1999). Em
Passiflora L. os dados de bandemanto com os fluorocromos CMA e DAPI permitiram dividir
0 género em quatro grupos de acordo com o numero basico (x = 6, 9, 10 e 12). Os autores
sugerem que 0 numero basico x, = 9 seria derivado de x; = 6 por poliploidia (de x =6 a x =
12) seguida de disploidia reducional (x, = 12 a X, = 9) e ndo diretamente por poliploidia
ascendente de x; = 6 a X, =9, considerando, desta forma, as espécies com 2n = 18 diploides
(Melo et al., 2001). No género Citrus L. foi possivel, através do bandeamento cromossémico,
diferenciar hibridos de espécies puras, incluindo géneros relacionados (ver Guerra et al.,
2000; Yamamoto et al., 2007), e entender a origem de varios cultivares (Cornélio et al., 2003;
Moraes et al., 2007). A utilizagdo dos fluorocromos CMA/DAPI associados a FISH (DNAr
45S) em representantes da familia Alismataceae Vent. (Echinodorus Rich.) e
Limnocharitaceae Takht. ex Cronquist (Hydrocleys Rich. e Limnocharis Humb. & Bonpl.)
permitiu inferir sobre a ocorréncia de rearranjos cromossomicos estruturais, como a
translocacdo, agindo na evolucdo destas familias (Feitoza et al., 2010). Com o objetivo de
investigar a origem do hibrido umbu-caja, Almeida et al. (2007) analisaram varias espécies
relacionadas do género Spondias L. utilizando os fluorocromos CMA e DAPI, além de outras
técnicas, como FISH e GISH, e esclareceram que o umbu-caja ndo é resultado da hibridacéo
de S. tuberosa Arruda Camara com S. mombin L. como se acreditava.

2.2.4 Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

A hibridizacdo in situ (HIS) permite a analise do nimero e localizagdo fisica de
determinadas sequéncias génicas, sejam elas cdpias Unicas ou altamente repetitivas (Heslop-
Harrison et al., 1991; Sumner, 2003). A técnica consiste no pareamento de determinado
segmento de DNA ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos complementar situada dentro
da celula (Guerra, 2004). A HIS baseia-se no fato que a estrutura da molécula de DNA é
flexivel e pode ser facilmente separada em fitas simples com o aumento da temperatura, e
pode ser renaturada posteriormente voltando a sua estrutura de dupla fita original (Guerra,
2004) (Fig. 2). Foi descrita pela primeira vez por Gall e Pardue (1969) e John et al. (1969), e
se baseava na utilizagdo de sondas marcadas com isotopos radioativos que, atualmente, foram
substituidos por marcadores fluorescentes ou epitodos detectdveis com anticorpos
fluorescentes. Essa deteccdo, quando realizada com moléculas fluorescentes, denomina-se
hibridizacéo in situ fluorescente ou FISH (Guerra, 2004).
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A FISH é uma das técnicas mais importantes em citogenética molecular e fundamenta-
se na utilizacdo de uma sequéncia de DNA como sonda, para localizar um segmento de DNA
alvo. As sondas podem ser de uma sequéncia génica ou repetitiva, possibilitanto a marcagao
de um ou varios cromossomos do complemento. A FISH auxilia no reconhecimento dos
homologos, na identificacdo de genomas parentais e na investigacao das relagdes filogeneética
entre grupos de plantas (revisado por Abbasi et al., 2010).

Dos varios tipos de sondas que podem ser utilizadas como marcadores na FISH,
encontram-se, por exemplo, sequéncias repetitivas organizadas em tandem, como DNAs
satélites (DNAsat) e ribossomais (DNAr); sequéncias repetitivas dispersas no genoma
(transposons); sequéncias em cOpia Unica ou poucas coOpias; sondas gendmicas e
cromossomicas (Guerra, 2004). As principais sequéncias de DNA repetitivo utilizadas na
citogenética vegetal sdo as do gene que codifica 0 RNA ribossomal 5S e a sequéncia que
codifica o precursor 45S dos RNAs ribossomais 28S, 18S e 5,8S, geralmente referidos como
DNAr 5S e 45S, respectivamente (Sumner 1972; Heslop-Harrison et al., 1991). Os DNAr séo
altamente conservados evolutivamente, e suas sequéncias sdo repetidas dezenas ou centenas
de vezes (em tandem), em um ou mais blocos, facilitando sua detec¢do. Os DNAr 5S e 45S
sdo encontrados universalmente em vegetais, com multiplas copias das sequéncias
codificadoras intercaladas por espacadores intergénicos, sendo localizados como poucos sitios
cromossomicos (Osuji et al., 1998), no entanto existem algumas exeg¢des como em
Paphiopedilum Pfitzer (Lan e Albert, 2011). Os sitios de DNAr 5S ocupam uma posi¢do
intersticial, como por exemplo em Aloe ciliaris Haw. (Adams et al., 2000) e em Hypochaeris
sessiliflora  Kunth (Weiss-Schneeweiss et al., 2008), sendo menos frequentemente
distribuidos em regides terminais, como observado em algumas espécies da familia
Orchidaceae (Cabral et al., 2006). Por outro lado, os sitios de DNAr 45S parecem ter uma
preferéncia pelo braco curto na regido terminal dos cromossomos angiospermas (Roa e
Guerra, 2012).

A FISH tem sido utilizada com diferentes propositos, em uma grande variedade de
grupos vegetais. Uma série de trabalhos com diferentes abordagens utilizaram a FISH em
vegetais. Na familia Asteraceae foram encontradas diferengas no nimero e na posicdo dos
sitios de DNAr 45S nas espécies Youngia japonica (L.) DC. (= Crepis japonica (L.) Benth),
Galinsoga parviflora Cav. e Chaptalia nutans (L.) Polak (Fregonezi et al., 2004), bem como
em duas populactes de Lepidaploa canescens (Kunth) H.Rob. (= Vernonia geminata Kunth)
(Oliveira et al., 2012), o que ressalta a importancia da FISH na caracterizacdo de taxons com
problemas de delimitacdo taxondmica. A partir do padrdo de distribuicdo do DNAr 5S e 45S

em Zamia loddigesii Mig. (= Zamia mexicana) e Ceratozamia mexicana Brongn., com
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numeros cromossomicos 2n = 16, foi possivel sugerir que a evolugdo cromossdémica dessas
espécies se deu por inversdo pericéntrica e translocacdo desigual (Tagashira e Kondo, 2001).
No género Helianthus L., a localizacdo de sequéncias de DNAr 45S e regides ricas em GC em
espécies com niveis de ploidia diferentes, permitiu inferir que rearranjos envolvendo
pequenos segmentos de DNAr e heterocromaticos foram de grande importancia na evolucao
das espécies deste taxon (Vanzela et al., 2002). Um estudo comparativo, com base nos
padrdes de bandas cromossémicas com fluorocromos CMA/DAPI e distribuicdo dos sitios de
DNAr 5S e 45S, em espécies do género Urvillea permitiu sugerir que o cariotipo destas
espécies estdo envolvidos em um processo dinamico de amplificacdo e de dispersdo de
segmentos repetidos de DNA, que podem ser utilizados como marcadores cariotipicos e

micromorfoldgicos na determinacdo das espécies e popula¢des (Urdampilleta et al., 2006).

Figura 2. Principais etapas da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente. A marcacdo da sonda (a) realizada
independentemente da preparacdo da lamina (b). Posteriormente, a sonda e o DNA cromossdémico sdo
desnaturados (c, d) e, quando colocados em contato, a sonda hibridiza in situ (¢) com o DNA-alvo. A marcacdo
da sonda pode ser detectada por anticorpos ligados a fluorocromos (f) e visualizada diferencialmente ao

microscépio (g).
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Fonte: Reproduzido de Guerra (2004).

2.2.5 Imunocoloracdo e as principais modificacGes pos-sintese de histonas

A imunocoloracdo se aplica a utilizacdo de anticorpos marcados para detectar uma
proteina especifica em uma amostra. O termo foi originalmente usado para referir-se a

coloracdo imunohistoguimica de cortes teciduais. Atualmente, a imunocoloragdo engloba uma
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ampla variedade de técnicas utilizadas na histologia, biologia celular e biologia molecular,
que utilizam métodos de coloracdo a base de anticorpos (Hayat, 2002; Hause, 2006). A
aplicacdo desta técnica tem proporcionado uma melhor compreensdo da estrutura da
cromatina e seu papel na organizacdo dos mais diversos genomas.

A cromatina ¢ um complexo formado por DNA e proteinas relativamente pequenas
denominadas histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) (Fig. 3a). As histonas possuem um carater
bésico acentuado, contendo grandes propor¢des de aminoacidos carregados positivamente
(lisina e arginina) em sua constituicdo, o que favorece a interacdo destas proteinas com a fita
dupla de DNA, carregada negativamente. As histonas H3 e H4 estdo entre as proteinas
conhecidas mais conservadas evolutivamente, possuindo sequéncias idénticas mesmo em
organismos pouco relacionados, sugerindo uma funcdo possivelmente idéntica em todos 0s
eucariotos (Guerra, 1988). Estruturalmente, as histonas apresentam caudas N-terminais que
estdo sujeitas a uma serie de modificacBes pos-sintese, incluindo acetilacdo, fosforilacao e
metilacdo (Fig. 3b, ver Kouzarides, 2007; Law e Jacobsen, 2010). As modificaces pos-
sintese ou pos-traducionais implicam em diferentes efeitos na estrutura e funcdo da cromatina
(Jin et al., 2008). Dependendo do aminoacido modificado, as histonas podem estar envolvidas
com diversas fungdes nas células, como por exemplo, coesdo entre cromatides, condensacao
cromossémica, reparo do DNA e expressdo/silenciamento génico por meio de alteracdes na
estrutura da cromatina e em suas propriedades funcionais (revisado por Nishioka et al., 2002).

A acetilacdo de histonas ocorre em sitios especificos denominados lisinas (K) e esta
relacionada a dominios gendmicos transcripcionalmente ativos (revisado por Eberharter e
Becker, 2002). Este e catalisado por dois grupos enzimaticos denominados histona
acetiltransferases (HATS) e histona desacetilases (HDACs) (Arrowsmith et al., 2012; Yoo e
Jones, 2006) (Fig, 3b). As HATSs usam a acetil-CoA como doadora de grupamento acetil para
as histonas que neutralizam a carga positiva do aminoacido, enfraquecendo as interacfes
eletrostaticas da histona com o DNA. Esta modifica¢do tornar a cromatina menos compacta e
propicia a transcricdo génica (Fuchs et al., 2006; Kouzarides, 2007; Graff e Mansuy, 2008).
As HDACS, por outro lado retiram o grupamento acetil, deixando a estrutura da cromatina
mais compactada, e assim reprimindo a transcri¢do génica (Strahl e Allis, 2000; Kiefer, 2007).
A acetilacdo da histona H4 nas lisinas 5 e 16 (H4K5 e H4K16), por exemplo, é
universalmente associada a uma estrutura de cromatina mais descompactada, que favorece a
expressdo génica e a transcricdo de alguns tipos de sequéncias, desempenhando um papel
chave na funcdo e modulagdo da estrutura da cromatina (Braunstein et al., 1996; Brownell et
al., 1996; Shahbazian e Grunstein, 2007).
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Por outro lado, a metilacdo das histonas pode ter diferentes efeitos na expressdo
génica, dependendo de qual residuo estd modificado (Martin e Zhang, 2005). Os principais
sitios de metilacdo referem-se as argininas nas posi¢oes 2, 17 e 26 e lisinas nas posigdes 4, 9,
17, 27, 36 e 79 da histona H3, e as lisinas nas posi¢cdes 20 e 59 e arginina na posi¢cdo 3 da
histona H4 (Fuchs, et al., 2006; Jasencakova, 2003; Lewin, 2004; Peterson e Laniel, 2004;
Shilatifard, 2006; Turner, 2001). Normalmente, a metilacdo estd associada com a inatividade
transcricional da cromatina, ndo remove, em geral, as cargas da cauda N-terminal, mas
promove o recrutamento da HP1 (sigla do inglés Heterochromatin Protein 1), proteina
envolvida na formacédo de heterocromatina e silenciamento génico (Fischle et al., 2005). No
entanto, esta ndo é uma regra simples, uma vez que h& a correlacdo de sitios
transcricionalmente ativos no DNA com a metilagdo de histonas. A metilagéo da histona H3
na lisina 9 (H3K9) é um importante marcador de heterocromatina em genomas pequenos
(Houben et al., 2003). Entretanto, em espécies com genomas grandes, o aumento de
elementos interespagados na eucromatina tem induzido silenciamento por processos de
heterocromatiniza¢do. Devido a isso, 0 padrdo de marcacdo da H3K9 tem se mostrado
uniforme sem distincdo clara de dominios especificos (Richards e Elgin, 2002; Fuchs et al.,
2006). A metilacdo da histona H3 nas lisinas 4 e 27 (H3K4, H3K27), entre outras, tem
mostrado preferéncia por dominios de eucromatina (Fischle et al., 2003; Lachner et al., 2003;
Vaquero et al., 2003, Marques et al., 2011). Além do mais, um Unico aminoacido pode ser
mono-, di- ou tri-metilado, aumentando a complexidade do efeito das modificacbes das
histonas (revisado por Fransz e De Jong 2002; Fransz et al., 2006).

A fosforilacdo estd geralmente associada a processos de coesdo entre cromatides,
condensacao da cromatina e reparo de DNA através da interacdo repulsiva entre as cargas
negativas do grupamento fosfato na histona e no DNA, consequentemente influenciando na
estrutura da cromatina (revisado por Nowak e Corces, 2004). As quinases e fosfatases
adicionam e removem a modificacdo, respectivamente (Ito, 2007). Os principais sitios de
fosforilacdo referem-se as serinas nas posicoes 10 e 28 e treotinas 3 e 11 da histona H3, serina
na posi¢édo 1 das histonas H2B e H4 e serina na posicdo 13 da histona H2B (Schroeder-Reiter
et al., 2003; Houben et al., 2007).

Entre essas modificacdes, destaca-se a fosforilacdo da H3 nas serinas 10 (H3S10f),
uma das alteracbes de histonas mais estudadas, que marca geralmente a regido
pericentromérica de todos os cromossomos durante a fase M. A H3S10f esti ausente na
interfase, como observado em trabalhos anteriores (revisado por Marcon-Tavares et al.,
2014), embora com algumas excecGes (Fernandes et al., 2008; Sotero-Caio et al., 2011).

Ainda que a funcdo da fosforilacdo durante as divisdes celulares em plantas ndo esteja bem
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definida, alguns estudos apontam para um papel na condensacdo cromossdmica e/ou na
manutencdo da coesdo entre cromatides irmas (Johansen e Johansen, 2006; Houben et al.,
2007).

Figura 3. Diagrama esquematico da estrutura das histonas. (a) Proteinas dos nucleossomos sdo designadas: H2A
(histona 2A), H2B (histona 2B), H3 (histona 3) e H4 (histona 4). Cada histona est& presente em duas copias, de
modo que o DNA (preto) envolve um octamero de histonas. (b) As caudas amino-terminais de histonas do
ndcleo. Lisinas (K) nas caudas amino-terminais das histonas H2A, H2B, H3 e H4 sdo potenciais locais de
acetilacdo/desacetilacdo para a histona acetiltransferases (HAT) e histonas deacetilases (HDAC). A, acetil; C,
carboxila; E, acido glutamico; M, metil; N, amino-terminal; P, fosfato; S, serina; Ub, ubiquitina.

Fonte: Adaptado de Davie (1996).

2.3 CITOGENETICA DA FAMILIA AMARYLLIDACEAE

A familia Amaryllidaceae apresenta uma grande amplitude de nUmeros
cromossémicos, variando de 2n = 5 em Agapanthus umbellatus L'Her (subfamilia
Agapanthoideae) (Sharma e Mukhopadhyay, 1963) a 2n = 138 em Eucharis caucana Meerow
(subfamilia Amaryllidoideae) (Meerow, 1989) (Tabela 2). Em Amaryllidaceae, numero
basico, nivel de ploidia, comprimento e razdo dos bracos cromossdmicos e quantidade de
heterocromatina sdo caracteristicas importantes para consideracfes sistematicas e evolutivas.
De acordo com Flory (1977) e Meerow (1995), o nimero cromossémico basico mais comum
em Amaryllidaceae é x = 11, sendo o segundo mais frequente x, = 6, encontrado em pelo
menos 62 especies da familia. De maneira geral, Amaryllidaceae apresenta cromossomos
grandes, com até 28 pum, favoraveis para estudos citogenéticos e citotaxondmicos (Naranjo,
1969).

A evolucdo cariotipica da familia Amaryllidaceae é caracterizada por duas tendéncias
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opostas: a estabilidade e a variacdo cariotipica. Os géneros Crinum (Jones e Smith, 1967;
Raina, 1978), Hippeastrum (Naranjo e Andrada, 1975) e Eucharis (Meerow, 1987), por
exemplo, apresentam grande estabilidade cariotipica, com semelhanca da morfologia
cromossémica e baixa frequéncia de poliploidia, onde seus poliploides tendem a ter origem
autopoliploide. No entanto, os géneros Hymenocallis (Flory e Schmidhauser 1957; Flory
1976; Lakshmi, 1978), Lycoris (Inariyama 1931, 1951; Bose e Flory 1963; Kurita 1986,
1987a, b, ¢, 1989) e Narcissus (Fernandes 1942, 1967, 1968) podem apresentar variagoes
tanto na morfologia quanto no ndmero de cromossomos apresentando ocorréncia de
alopoliploidia e translocagdes Robertsonianas. Até o presente momento, a familia exibe
registro de nimeros cromossdmicos para 911 espécies, o que corresponde a 57% do total de
espécies (Tabela 2). No entanto, apenas 2,5% dos representantes de Amaryllidaceae foram
analisados utilizando técnicas de coloracdo diferencial que permitem um melhor detalhamento
do caridtipo e, consequentemente, proporciona um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na evolucéo do grupo.

A subfamilia Agapanthoideae apresenta numero basico x = 15, com cromossomos
medindo de 4 a 9 um (Sharma e Mukhopadhyay, 1963). Na subfamilia Allioideae a maioria
dos trabalhos citologicos esta concentrada no género Allium (subtribo Allieae), que apresenta
como numero béasico primario X = 8 e nimero basico secundario x = 7 (Bennett et al., 2000).
A poliploidia € um evento comum em espécies de Allieag, assim como a presenca de
cromossomos Bs (Johnson e Ozhatay, 1996). Em Tulbaghieae, o nimero basico é x = 6 e suas
espécies na maioria sdo diploides, sendo encontrados cromossomos Bs e poucas espécies
poliploides (VVosa, 2000; 2007). Na tribo Gilliesieae, 0 nimero basico mais frequente é x = 4,
como no género Tristagma (Crosa, 1981; 1988). Por outro lado, o nimero x = 5 ocorre em
alguns géneros da tribo, como em Nothoscordum e Leucoryne (Souza, 2009). A relagéo entre
cromossomos metacéntricos e acrocéntricos observada em todas as espécies da Gilliesieae
parece indicar a ocorréncia repetida dos eventos de fusdo/fissdo céntrica no grupo (Souza,
2009).

A subfamilia Amaryllidoideae apresenta cromossomos medindo de 3 a 28 um e
numeros basicos x = 6, 8, 9, 10, 11 e 26, que diferem entre as tribos. A tribo Amaryllideae
apresenta numero basico x = 10 em Strumaria e x = 11 em Amaryllis, Ammocharis,
Boophone, Brunsvigia, Crinum, Crossyne, Hessea e Nerine (Wahlstrom e Laane, 1979;
Meerow, 1995; Brandham e Bhandol, 1997, Meerow e Snijman, 1998, 2001). Em
Calostemmateae, os géneros Proiphyse Calostemma apresentam x = 10. Na subribo
Cyrtantheae, o0 género Cyrtanthus apresenta x = 8 (Isin, 1969). Haemantheae apresenta x =6 e

12 para Cryptostephanus, x = 8 para Haemanthus, x = 9 para Scadoxus, x = 11 para Clivia e x
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= 12 para Cryptostephanus (Meerow e Clayton, 2004). Na tribo Lycoridae, Lycoris e
Ungernia apresentam x = 11 (Tae et al., 1987 e Bublyk et al., 2008). Na tribo Pancratieae,
Pancratium e Vagaria apresentam x = 11 (Meerow, 1995). Na tribo Narcisseae apresenta x =
7, 10, 11 para Narcissus e x = 11 Sternbergia (Brandham e Kirton, 1987; Kamari e Artelari,
1990). Na tribo Galantheae apresenta x = 7, 8, 9, 11 (Acis, Lapiedra, Leucojum) e 12
(Galanthus) (Meerow, 1995; D"amato e Bianchi, 1999; Bareka et al., 2006; Zonneveld et al.,
2003). Na tribo Hippeastreae apresenta x = 6, 8, 9, 10, 11 e 12 (Flory, 1968; Grau e Bayer,
1991). As subtribos Eucharideae, Eustephieae, Hymenocallideae e Stenomesseae apresentam
numero basico x = 23 para todos seus representantes (Meerow e Snijman, 1998).

Na familia Amaryllidaceae, alteragdes cromossdmicas numéricas e estruturais tém
sido amplamente registradas. No género Lycoris ocorrem  variagdes cromossomicas
intraespecificas (cromossomos aberrantes, cromossomos Bs e poliploidia) em cinco
populacbes de Lycoris chinensis (Liu et al., 2012). No género Tulbaghia, a morfologia e
nimero cromossémico, além da posicdo das RONs, tém permitido agrupar espécies e
relaciona-las taxonomicamente. A grande maioria de suas espécies é diploide (2n = 2x = 12),
e embora algumas apresentam numeros cromossémicos que sugerem poliploidia, nenhum
nimero cromossdmico esperado para um poliploide regular foi encontrado até o momento
(Vosa, 2007). Em Tulbaghia e frequente a presenca de cromossomos Bs e 0s segmentos
heterocromaticos encontrados no género sdao compostos principalmente por sequéncias
altamente repetitivas ricas em guanina e citocina (GC) (revisado por Vosa, 2000).

Por meio do bandeamento C, a dupla coloracdo com fluorocromos, e hibridacéo in situ
com DNAr 45S foi possivel diferenciar espécies do género Clivia, aléem de indicar provaveis
origens hibridas e a ocorréncia de possiveis hibridos naturais no género (Ran et al., 1999,
2001). Anélises meidticas e mitdticas em espécies do géneros Crinum, permitiram indicar
diferencas intraespecificas na morfologia e no nimero dos cromossémico de C. zeylanicum
L., com 2n = 22, 30, 33 e C. macawanii Bak., com 2n = 22, 33, 44 (Wahlstrom e Laane,
1979). Foram caracterizadas, por meio da coloracdo com orceina, CMA e DAPI, as espécies
Crinum latifolium L. (2n = 33), C. asiaticum L. (2n = 22) e C. amoenum Roxb (2n = 22), onde
0 numero e a distribuicdo de bandas CMA e DAPI sugerem que C. latifolium seja um
alotriploide segmentar (Ahmed et al., 2004). Foi possivel mapear fisicamente o genoma de C.
latifolium (2n = 3x = 33) utilizando sondas de DNAr 5S e 45S que permitiu sugerir que a
espécie € um autotripléide, embora o nimero de sitios de DNAr 45S ndo corrobore essa
inferéncia (Alam et al., 2010). O género Hippeastrum apresenta estabilidade cariotipica,
caridtipos bimodais, cujo nivel de ploidia mais frequente é o dipléide. Contudo, ha registros

de espécies tri, tetra e até pentaploides (Poggio et al., 2007). Em Hippeastrum reginae foi
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observado um evento de translocacdo Robertsoniana, que afeta dois cromossomos homologos
diploides, atuando na evolucédo da espécie (Brandham e Bhandol, 1997).

Nos géneros Habranthus e Zephyranthes, analises citogenéticas tém revelado
instabilidade cariotipica e eventos como poliploidia e aneuploidia, sendo comum a existéncia
de polimorfismos cromossémicos decorrentes de alteracdes estruturais (Flory, 1977; Flory e
Smith, 1980; Davifia, 2001). Por meio da coloragdo com fluorocromos CMA e DAPI foi
possivel indicar eventos de translocacdo em Habranthus sylvaticus (= Zephyranthes sylvatica)
e heteromorfismo acentuado na distribuicdo da heterocromatina CMA® em Habranthus
itaobinus (Felix et al., 2011a). Em Zephyranthes, a ocorréncia de cromossomos Bs € comum,
cujas bandas heterocromaéticas e a clara diferenciacdo em tamanho possibilitam sua distingdo
dos outros cromossomos do complemento (Felix et al., 2011b).

Com base nessas caracteristicas, conclui-se que a ampla diversificacdo carioldgica em
Amaryllidaceae resulta de multiplos mecanismos de evolugdo cariotipica, abrangendo
alteragbes cromossomicas e estruturais, ndo obstante a ocorréncia de hibridizagdo
interespecifica na formacdo de novas combinagdes cromossdmicas, tornando a familia um

excelente grupo para estudos de evolucéo cariotipica.
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Tabela 2. Nimeros cromossdmicos para a familia Amaryllidaceae, compilados da literatura.

Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Acis Salisbh. (x=7, 8, 9, 11)
A. autumnalis (L.) Sweet 14, 16, 24 Damboldt e Phitos 1975; Valdes
et al., 1978; Colombo et al., 1979;
Talavera et al., 1995; Garcia,
1997
A. ionica Bareka, Kamari & 16 Bareka et al., 2006
Phitos
A. longifolia J.Gay ex 14 Muller-Doblies e Muller-Doblies,
M.Roemer. 1975
A. nicaeensis (Ardoino) Lled6 18 Muller-Doblies e Muller-Doblies,
1975
A. rosea (F.Martin bis) Sweet 16 Muller-Doblies e Muller-Doblies,
1975; Corrias, 1978
A. valentina (Pau) 16 Damboldt e Phitos 1975; Muller-
Lledo,A.P.Davis & Doblies e Muller-Doblies, 1975;
M.B.Crespo Boscaiu et al., 1997; Bareka e
Kamari, 1999; Bareka et al.,
2003; Bareka et al., 2006
Agapanthus L'Hér. (x = 15)
A. africanus (L.) Hoffmanns. 15 30 Vijayavalli e Mathew, 1990
A. campanulatus subsp. 30 Muzila e Spies, 2005
campanulatus
A. campanulatus subsp. patens 30 Muzila e Spies, 2005
(Leighton) Leight.
A. caulescens subsp. 30+0-2B Muzila e Spies, 2005
angustifolius Leight.
A. inapertus Beauvard 15 18, 21,22,30 Sharma e Mukhopadhyay, 1963
A. inapertus subsp. 28+0-2B Muzila e Spies, 2005
intermedius Leight
A. praecox subsp. minimus 30, Muzila e Spies, 2005
(Lindley) F.MJ,. Leighton 30+0-2B
A. praecox subsp. orientalis 30+0-2B Muzila e Spies, 2005
(F.M. Leight.) F.M. Leight.
misc. Cultivars
A. umbellatus L'Her 15 5,8,10,12, Sharmae Mukhopadhyay, 1963
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Téaxon

Mitose (2n)

Referéncias

Agapanthus umbellatus L'Her

A. umbellatus var. albus

A. umbellatus var. intermedius
Allium L. (x =7, 8)
A. aaseae Ownbey

A. abramsii (Ownbey & Aase
ex Traub) McNeal

A. acuminatum Hook.

A. aegilicum Tzanoud.

A. affine Ledeb.

A. aflatunense B. Fedtsch.

A. akaka S.G. Gmel. ex
Schult. & Schult. f.

A. albiflorum Omelcz.

A. alexeianum Regel

A. alibile A. Rich.

A. altaicum Pall.

A. altissimum Regel

24, 26, 28, 30

8, 20, 21, 27,
29, 30

18, 21, 22, 30

14

14

16

16

16

16

16

16, 16+2B,
16+4B

32

16

16

Sharma e Mukhopadhyay, 1963

Sharma e Mukhopadhyay, 1963

Jacobsen e Ownbey, 1976

McNeal, 1992a

Jacobsen e Ownbey, 1976; Badr e
Elkington, 1984; Schaack et al.,
1984; Chinnappa e Basappa, 1986

Tzanoudakis, 2000

Tanker e Kurucu, 1979; Pogosian,
1983; Kollmann e Bothmer, 1989;
Pogosian, 1991; Johnson e
Ozhatay, 1996; Johnson e
Brandham, 1997; Pogosian, 1988a

Pogosian e Seisums, 1992; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001

Pogosian, 1983; Ozhatay, 1993

De Sarker et al., 1997

Vakhtina, 1985; Pogosian e
Seisums, 1992

De Sarker et al., 1997

Kartashova et al., 1974a; Vosa,
1977; Rickards, 1977;
Krasnoborov et al., 1980;
Kalkman, 1984; Friesen, 1985;
Friesen, 1986; Friesen, 1988;
Nanuscyan e Polyakov, 1989;
Friesen, 1991; Mésicek e Sojak,
1992; Tolgor et al., 1993; Inada e
Endo, 1994; Zakirova e
Nafanailova, 1988; Ohri e
Pistrick, 2001

Ohri et al., 1998; Ohri e Pistrick,
2001

44



Tabela 2 (Cont.)

Téaxon Meiose (n)

Mitose (2n)

Referéncias

Allium altynicolicum Frizen

A. amethystinum Tausch. 8

A. ampeloprasum L. 16

A. amphibolum Ledeb.

A. amplectens Torr.

A. anatolicum Ozhatay & B.
Mathew

A. anceps Kellogg

A. angulosum L.

32

16, 32

16, 24, 32, 40,
48, 56, 64

16, 32, 48

21,28

16

14

16,

16+0-3B, 32,
32+2B

Friesen, 1987; Friesen et al.,
1997; Ohri e Pistrick, 2001

Cheshmedjiev, 1979;
Tzanoudakis, 1985; Ozhatay,
1990; Karavokyrou e

Tzanoudakis, 1991; Johnson e
Ozhatay, 1996; De Sarker et al.,
1997; Johnson e Brandham, 1997

Sopova, 1972; Bothmer, 1975;
Garbari, 1976; Gohil e Koul,
1977; Vosa, 1977; Bartolo et al.,
1979; Pandita, 1979; Hanett e
Ohle, 1978; Mehra e Pandita,
1978; Stearn, 1978; Laan, 1979;
Kaul, 198la; Pogosian, 1981;
Johnson, 1982; Pastor, 1982;
Hamoud et al., 1990; Ozhatay,
1990; Vijayavalli e Mathew,
1990; Guern et al., 1991;
Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Lovka, 1995; Johnson e
Ozhatay, 1996; Ozhatay e
Johnson, 1996; De Sarker et al.,
1997; Ohri e Pistrick, 2001; Ariga
et al., 2002; Hirschegger, 2006

Frizen, 1983; Friesen, 1986;
Friesen, 1988

Jacobsen e Ownbey, 1976; Mcneil
e Ownbey, 1977

Ozhatay e Johnson, 1996

Jacobsen e Ownbey, 1976

Sharma, 1970; Kartashova et al.,
1974a; Kartashova et al., 1974b;
Skalinska et al., 1976; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Hindakova, 1978;
Wittmann, 1984; Friesen, 1986;
Probatova e Sokolovskaya, 1986;
Friesen, 1988; Nanuscyan e
Polyakov, 1989; Kirschner e
Tépanek, 1992; Mésicek, 1992;
Dobea et al., 1997; Borzatti e
Garbari, 1999; Murin et al., 1999;
Dmitrieva, 2000; Waldherr, 2000;
Ohri e Pistrick, 2001
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium anisopodium Ledeb. 16, Murin et al., 1980; Frizen, 1983;
16+0-1B, 18  Gritsenko e Gurzenkov, 1983;
Kalkman, 1984; Friesen, 1985;
Friesen, 1988; Seo e Kim, 1989;
Friesen, 1991; Tolgor et al., 1993;
Tolgor e Xu, 1994; Shang et al.,
1997; Yan et al., 1999; Fan et al.,
2000; Yan et al., 2001; Perry e
Schrader 2004; Probatova, 2006;
Shatokhina, 2006
A. antonii-bolosii P. Palau 30 Rossello et al., 1993
A. anzalonei Brullo, Pavone & 32 Brullo et al., 1997a
Salmeri
A. apolloniensis Biel, Kit Tan 32 Baltisberger, 2006
& Tzanoud.
A. archeotrichon Brullo, 16 Brullo et al., 1999
Pavone & Salmeri
A. armenum Boiss. & Kotschy 16 Tanker e Kurucu, 1979; Ozhatay,
1993
A. aroides M. Popov & Vved. 16 Pogosian e Seisums, 1992
A. artvinense Miscz. ex 16 Ozhatay, 1993
Grossh.
A. asarense R.M. Fritch 8 Ghaffari, 2006
A. ascalonicum L. 8 16, 16+1B Aryavand, 1975; Seo e Kim,
1975; Vosa, 1977; Pandita, 1979;
Cortes et al., 1983; Bartolo et al.,
1984; L, 1989; Johnson e
Ozhatay, 1996; Talukder e Sem,
2000
A. asperiflorum Miscz. ex 16 Ozhatay, 1993; Johnson e
Grossh. Ozhatay, 1996; Ozhatay e
Johnson, 1996
A. atropurpureum Waldst. & 8, 8ll 16, 32 Pandita, 1979; Pogosian, 1981;
Kit. Ozhatay, 1990; Koul, 1966; Ohri
et al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001;
Gregor e Hand, 2007
A. atrorubens S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium atrorubens var. cristatum 7 14 Jacobsen e Ownbey, 1976;
(S. Watson) McNeal McNeal, 1992
A. atrosanguineum Schrenk 16 Zakirova e Nafanailova, 1992;
Hongguan, 2005
A. atrosanguineum var. 16 Friesen, 1985; Friesen, 1988;
atrosanguineum Friesen, 1991
A. atrosanguineum var. 8 16 Pandita, 1979; Pogosian, 1981;
fedtschenkoanum (Regel) Zakirova e Nafanailova, 1990
G.H.Zhu & Turland
A. atroviolaceum Boiss. 16, 24, 32 Sopova, 1972; Magulaev, 1976;
Vosa, 1977; Pogosian, 1981;
Pogosian, 1983; Ghaffari, 1987;
Ozhatay, 1990; Pogosian, 1991;
Ozhatay, 1993; D’Emerico et al.,
1995; Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996; De
Sarker et al.,, 1997; Gagnidze,
2006; Gagnidze, 2006a
A. aucheri Boiss. 16 Pogosian, 1983; Pogosian, 1990;
P, 1991; Ozhatay, 1993; Johnson
e Ozhatay, 1996
A. austrosibiricum N.Frizen 16 Friesen, 1991
A. autumnale P.H.Davis 24 Tzanoudakis, 1999
A. backhousianum Regel 16 Pogosian e Seisums, 1992; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001
A. baeticum Boiss. 32 Pastor, 1982
A. bajtulinii Bajtenov 16 Zakirova e Abdulina, 1990;
Zakirova e Nafanailova, 1990
A. barsczewskii Lipsky 16, 32, 32+1B  Vakhtina e Kudrjaschova, 1980;
Vakhtina, 1985; De Sarker et al.,
1997
A. barthianum Asch. & 16, 16+3B Hamoud et al., 1990
Schweinf.
A. bassitense Thieb. 16 Tanker e Kurucu, 1979
A. baytopiorum Kollmann & 16 Ozhatay e Johnson, 1996
Ozhatay
A. bellulum Prokh. 16 Kalkman, 1984; Friesen, 1985;

Friesen, 1988
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium bidentatum Fisch. ex 32 Frizen, 1983; Friesen, 1985;
Prokh. & Ikonn.-Gal. Friesen, 1988; Tolgor et al., 1993;
Tolgor e Xu, 1994; Yan et al.,
1999
A. bidentatum var. 32 Tolgor e Zhao, 1994
gingzouense Tolgor & Y.T.
Zhao
A. bigelovii S. Watson 7 14 Jacobsen e Ownbey, 1976; Parfitt
etal., 1985
A. bisceptrum S. Watson 14, 28 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. blandum Wall. 16 32 Mehra e Sachdeva, 1976; Mehra e
Pandita, 1979; Pandita, 1979
A. blomfieldianum Asch. & 16 Hamoud et al., 1990
Schweinf.
A. bodeanum Regel 16 Pogosian, 1983; Pogosian e
Seisums, 1992
A. bolanderi S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. borszczowii C.A. Mey. ex 16 Pogosian, 1989; Pogosian, 1991;
Kunth Pogosian, 1997
A. bourgeaui subsp. bourgeaui 16, 32 Bothmer, 1975; Ozhatay e
Johnson, 1996
A. bourgeaui subsp. 16, 24, 32 Bothmer, 1975; Ozhatay e
cycladicum Bothmer Johnson, 1996
A. brachyscapum Vved. 16 Pogosian e Seisums, 1992
A. brachyspathum Brullo, 16 Brullo et al., 2001
Pavone & Salmeri
A. brandegeei S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. brevidens Vved. 16 Vakhtina, 1985
A. breviradium (Halacsy) 16, 24 Tzanoudakis, 1982
Stearn
A. breviscapum Stapf 16 Pogosian, 1983
A. brevistylum S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. brulloi Salmeri 16 Salmeri, 1998
A. bucharicum Regel 16 Ohri e Pistrick, 2001




Tabela 2 (Cont.)

Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium burjaticum Frizen 32 Friesen, 1991

A. caeruleum Pall. 16, 24, 32 Jacobsen e Ownbey, 1977;
Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Hussain e Elkington, 1978;
Zakirova e Nafanailova, 1992; He
e Xu, 2001; Ohri e Pistrick, 2001;
Hongguan, 2005

A. caesium Schrenk 16, 32 Jacobsen e Ownbey, 1977;
Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Zakirova, 1999

A. caesioides Wendelbo 8 16 Mehra e Pandita, 1978; Pandita,
1979; Kaul, 1980; Kaul, 1981a;
Pogosian, 1981; Vir-Jee e
Kachroo, 1985; Jee et al., 1989

A. calabrum (N. Terracc.) 16, 16+2B Brullo et al., 1994

Brullo, Pavone & Salmeri

A. calamarophilon Phitos & 16 Phitos e Tzanoudakis, 1981

Tzanoud.

A. callidictyon C.A. Mey. ex 16 Pogosian, 1989; Pogosian, 1991;

Kunth Ozhatay, 1993; Pogosian, 1997

A. callimischon subsp. 16 Johnson, 1982; Tzanoudakis et

callimischon al., 1991; Bareka et al., 2000

A. callimischon subsp. 16 Stearn, 1978; Johnson, 1982;

haemostictum Stearn Tzanoudakis et al., 1991

A. campanulatum S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. canadense L. 28 Cai e Chinnappa, 1987; Gervais et
al., 1999; Ohri e Pistrick, 2001

A. cappadocicum Boiss. 16, 16+0-1B Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996; De
Sarker et al., 1997

A. cardiostemon Fisch. & 16,16+1B Vakhtina, 1985; Ozhatay, 1993;

C.A. Mey. Koyuncu e Ozhatay, 1983;
Pogosian, 1983

A. carinatum L. 16, 24, 25, Vosa, 1971; Sopova, 1972; Vosa,

24+1-2B 1976; Vosa, 1977; Loidl, 1979;

Migra, 1982; Speta, 1984; Ward,
1984; Wetschnig, 1992; Lovka,
1995; Lévkvist e Hultgard, 1999;
Borzatti e Garbari, 1999; Murin et
al., 1999; Borzatti e Garbari,
1999; Loidl, 2000; Waldherr,
2000; Ohri e Pistrick, 2001
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Téaxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium carinatum subsp. 8 16, 24 Soliman, 1990; Zakirova, 1999;
carinatum Lippert, 2006

A. carinatum subsp. 8 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1980;

pulchellum Bonnier & Layens

A. carolinianum Redouté 16, 32

A. caspium (Pallas) M. Bieb. 16, 16+1B

A. caspium subsp. baissunense 17

(Lipsky) F.O.Khass. &

R.M.Fritsch

A. cassium Boiss. 14

A. cepalL. 6,8 14, 16, 17-24,
28, 32

Love e Love, 1982; Ward, 1984;
Sopova, 1972; Marchi e
Hluminati, 1974; Vosa, 1976;
Jacobsen e Ownbey, 1977; Vosa,
1977; Soliman, 1990; Soliman,
1990; Lovka, 1995; Vosa, 1976;
Lippert, 2006

Mehra e Pandita, 1978; Pandita,
1979; Zakirova e Nafanailova,
1990; Yang e Wu, 1993; Huang et
al., 1996; Ohri e Pistrick, 2001;
Hongguan, 2005

Vakhtina, 1985; Zakirova e
Nafanailova, 1990; Ohri e
Pistrick, 2001

Vakhtina, 1985

Tzanoudakis, 1999

Bochantseva, 1972; Sadisivaiah et
al., 1973; Kim, 1974; El-Gadi e
Elkington, 1975; Fiskesjo, 1975;
Kaul, 1975; Tanaka e Tanaka,
1975; Taniguchi et al., 1975;
Abraham e Cherian, 1976;
Bhattacharyya, 1976; VVosa, 1977;
Murin, 1978; Mandal e Basu,
1978; Langer e Koul, 1979;
Pandita, 1979; Stack e Comings,
1979; Banerjee, 1980; Kaul,
1980; Roy, 1980; Kaul, 1981a;
Fujishima,  1982; Joshi e
Ranjekar, 1982; Singh, 1982;
Tanaka e Ohta, 1982; Zhang et
al., 1982; Badr, 1983; Cortes et
al., 1983; Dhingra e Grover,
1984; Kalkman, 1984; Nandi,
1985; Schubert e Wobus, 1985;
Cortes e Escalza, 1986; Wang e
Zheng, 1987; Albini e Jones,
1988; Chen, 1988; Grover e
Malhi, 1988; Chen, 1989; Li,
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Téaxon

Meiose (n) Mitose (2n)

Referéncias

Allium cepa L.

A. cernuum Roth

A. chalkii Tzanoud. &
Kollmann

A. chamaemoly L.

A. chamaemoly subsp.
chamaemoly

A. chamaespathum Boiss.
A. chamarense M. Ivanova

A. chienchuanense J.M. Xu

A. chinense G. Don

A. chitralicum Wang & Tang

A. chrysantherum Boiss. &
Reut.

A. chrysocephalum Regel

A. chrysonemum Stearn

7 14,
14+0-13B

16

14 22, 28

22

16
16

22

24,32, 33

32

16+1B

16

32,48

1989; Nanuscyan e Polyakov,
1989; MS, 1990; Ohi, 1990;
Soliman, 1990; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Sulaiman et al.,
1991; Fuchs et al., 1995; Puizina
et al., 1995; Puizina e Papea,
1996; Puizina e Papea, 1997;
Soliman, Borzatti e Garbari,
1999; Adams et al., 2000;
Talukder e Sem, 2000; Kim et al.,
2002; Sulistyaningsih et al., 2002;
Masuzaki, 2006

Jacobsen e Ownbey, 1976; Love e
Love, 1981; Badr e Elkington,
1984; Ward, 1984; Chinnappa e
Basappa, 1986; Cai e Chinnappa,
1987; Cai e Chinnappa, 1987;
Ward e Spellenberg, 1988; Friebe,
1989; Ohri e Pistrick, 2001

Tzanoudakis e Kollmann, 1991

Marchi et al., 1974; Pastor, 1982;
Pastor e Valdés, 1988;
Tzanoudakis e VVosa, 1988; Speta,
1989

Phitos et al., 1989; Brullo et al.,
1997

Tzanoudakis, 1985

Friesen, 1986; Friesen, 1988

Huang et al., 1995; Hongguan,
2005

Ohi, 1990; Dubouzet et al., 1993;
Du et al.,, 1993; Ogura et al.,
1999; Ohri e Pistrick, 2001

Pogosian e Seisums, 1992

Koyuncu e 1983;

Pogosian, 1997

Ozhatay,

Hongguan, 2005

Stearn, 1978; Pastor e Valdés,
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium chrysonemum Stearn 1986; Ruiz-Rejon et al., 1986
A. circinatum Sieber 14 Tzanoudakis e latrou, 1982
A. circinatum subsp. 14 Tzanoudakis, 1983

circinatum
A. circinatum subsp. 14 Tzanoudakis, 1983

peloponnesiacum Tzanoudakis

A. clathratum Ledeb. 16, 32,40,64 Vosa, 1977; Friesen, 1986;
Friesen, 1988; Stepanov, 1994

A. columbianum Ownbey & 14 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Mingrone Rieseberg et al., 1987

A. commutatum Guss. 16, 24, 24+1B, Bothmer, 1975; Johnson, 1982;

32 Von-Bothmer, 1982; Guern et al.,

1991; Karavokyrou e

Tzanoudakis, 1991; Johnson e
Ozhatay, 1996; Marcucci e
Tornadore, 1997; Brullo et al.,
1997; Besendorfer et al., 2002

A. condensatum Turcz. 8ll 16, 16+0-1B Rudyka, 1986; Noda e Zhu, 1992;
Tolgor et al., 1993; Tolgor e Xu,
1994; Yan et al., 1999; Yan et al.,
2001

A. consanguineum Kunth 8 16, 16+0-1B Mehra e Sachdeva, 1976; Langer
e Koul, 1977; Gohil e Koul, 1978;
Mehra e Pandita, 1978; Kaul,
1980; Kaul, 1981a; Pogosian,
1981; Vir-Jee e Kachroo, 1985;
Jee et al., 1989

A. constrictum (Ownbey & 14 Rieseberg et al., 1987
Mingrone) P.M.Peterson

A. convallarioides Grossh. 16 Brullo et al., 2003

A. cratericola Eastw. 7,14 14 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Majovsky e  Murin, 1985;
McNeal, 1991

A. crenulatum Wiegand 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. crispum Greene 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. cristophii Trautv. 16 Pogosian, 1983; Pogosian e

Seisums, 1992; Ohri et al., 1998 ;
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Téaxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium cristophii Trautv. Ohri e Pistrick, 2001

A. cupani Raf. 14, 16, 32 Laan, 1979; Garbari et al., 1979;
Tanker e  Kurucu,  1979;
Tzanoudakis e Vosa, 1988; Guern
et al, 1991; Ozhatay, 1993;
Pogosian, 1991; Ohri et al., 1998;
Ohri e Pistrick, 2001

A. cupani subsp. cupani 16 Strid e Franzen, 1981

A. cupani subsp. cyprium 14 Tzanoudakis, 1999

Meikle

A. cupuliferum Regel 16 Pogosian e Seisums, 1992

A. curtum Boiss. & Gaill. 16, 16+4B, 32 Vosa, 1977; Johnson e Ozhatay,
1996; Ozhatay e Johnson, 1996;
Tzanoudakis, 1999

A. curtum subsp. curtum 32 Hamoud et al., 1990

A. cyaneum Regel 16 Seo et al., 1989; Huang et al.,
1996

A. cyathophorum Bureau & 16, 32 Huang et al., 1995; Yang et al.,

Franch. 1998 ; Hongguan, 2005

A. cyathophorum var. farreri 16 Jacobsen e Ownbey, 1977; Vosa,

(Stearn) Stearn 1977; Ohri et al., 1998; Ohri e
Pistrick, 2001

A. cyprium Brullo, Pavone & 16 Brullo et al., 1993

Salmeri

A. cyrilli Ten. 16, 32 Vakhtina e Kudrjaschova, 1982;
Ozhatay, 1990; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 1991; Ohri et al.,
1998; Ohri e Pistrick, 2001

A. daninianum Brullo, Pavone 16+0-2B Brullo et al., 1996

& Salmeri

A. darwasicum Regel 16 Vakhtina, 1985; Fritsch e
Astanova, 1998

A. dasyphyllum Vved. 16+0-1B Pogosian e Seisums, 1992

A. deciduum Ozhatay & 16 Kollmann et al., 1983

Kollmann.

A. deciduum subsp. deciduum 16 Ozhatay, 1993
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium decipiens Fisch. ex Roem. 16, 20 Vakhtina e Kudrjaschova, 1982;
& Schult. Pogosian e  Seisums, 1992;
Ozhatay, 1993; De Sarker et al.,
1997
A. delicatulum Sievers ex 16 Rickards, 1977; Krasnikova et al.,

Schultes & J.H. Schultes in
Roemer & Schultes

A. denudatum Redouté 16
A. derderianum Regel 16, 16+1B
A. diabolense (Ownbey & 7

Aase ex Traub) McNeal

A. dichlamydeum Greene 14

A. dictyoprasum C. Meyer ex 16, 16+0-1B,
Kunth 32

A. dilatatum Zahar. 16

A. djimilense Boiss. ex Regel 16

A. dodecadontum Vved. 16+0-1B
A. dolichomischum Vved. 16

A. dolichostylum Vved. 16

A. douglasii Hook. 14

A. drobovii Vved. 16

A. drummondii Regel 14

A. ebusitanum Font Quer 16

A. eduardi Stearn ex Airy 16, 32
Shaw

1983; Krasnikova et al., 1984;
Friesen, 1985; Krasnikov, 1984;
Friesen, 1988; He e Xu, 2001

Magulaev, 1976; Pogosian, 1983;
Kudryaschova, 1990; Pogosian,
1997

Pogosian, 1983

McNeal, 1992a

Jacobsen e Ownbey, 1976; Badr e
Elkington, 1984

Vosa, 1977; Pogosian, 1983;
Chen, 1988; Pogosian, 1988;
Pogosian, 1991; Ozhatay, 1993;
Johnson e Ozhatay, 1996; Ozhatay
e Johnson, 1996; Borzatti e
Garbari, 1999

Tzanoudakis, 1985; Tzanoudakis e
Vosa, 1988

Ozhatay, 1993

Pogosian e Seisums, 1992
Vakhtina e Kudrjaschova, 1980
Vakhtina e Kudrjaschova, 1980

Cai e Chinnappa, 1987; Rieseberg
etal., 1987

Zakirova e Nafanailova, 1990
Ohri e Pistrick, 2001

Cardona e Contandriopoulos,
1983; Miceli e Garbari, 1988

Kalkman, 1984; Friesen, 1985;
Friesen, 1988; Frizen et al., 1988;
Yan et al., 1989; Friesen, 1991;
Yan et al., 1999
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium eivissanum Garb. & Miceli 30 Miceli e Garbari, 1987; Gabari et

al., 1991

A. eldivanense Ozhatay 16 Ozhatay, 1993

A. elmendorfii M.E. Jones ex 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

Ownbey

A. enginii Ozhatay & B. 16 Johnson e Ozhatay, 1996;

Mathew Ozhatay e Johnson, 1996

A. erdelii Zucc. 16 Badr e Elkington, 1977; Vosa,
1977; Bartolo et al., 1984

A. ericetorum Thore 16, 16+1B, 32  Skalinska et al., 1976; Majovsky
e Murin, 1985; Vakhtina e
Kudrjaschova, 1980; Castroviejo
e Feliner, 1986; Wetschnig, 1992;
Wetschnig, 1995; Marcucci e
Tornadore, 1999; Garcia-
Martinez, 2001

A. erubescens C. Koch 16, 32 Vakhtina, 1985; Johnson e
Ozhatay, 1996

A. exaltatum Brullo 48 Brullo, 2004

A. falcifolium Hook. & Arn. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. farreri Stearn 16 Jacobsen e Ownbey, 1977; Vosa,
1977; Ohri et al., 1998; Ohri e
Pistrick, 2001

A. fasciculatum Rendle 20 Huang et al., 1995; Xu et al.,
1998; Hongguan, 2005

A. favosum Zahar. 16 Tzanoudakis e VVosa, 1988

A. fethiyense Ozhatay & B. 16 Ozhatay e Johnson, 1996

Mathew

A. fetisowii Regel 16 Zakirova e Nafanailova, 1990;
Pogosian e Seisums, 1992

A. fibrillum M.E. Jones 14 Jacobsen e Ownbey, 1976; Badr e
Elkington, 1984

A. filidens Regel 16 Zakirova e Nafanailova, 1992

A. fimbriatum var. 7 McNeal, 1992a

denticulatum Ownbey & Aase
ex Traub
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium fimbriatum var. 7 McNeal, 1992a
fimbriatum

A. fimbriatum var. purdyi 7 McNeal, 1992a

(Eastw.) Ownbey ex McNeal

A. fistulosum L. 8 16
A. flavellum Vved. 16
A. flavescens Besser 16
A. flavidum Ledeb. 16, 24
A. flavum L. 8, 8+1B 16,
16+1-2B, 17,
32

Kim, 1974; Cheng et al., 1985;
El-Gadi e Elkington, 1975;
Fiskesjo, 1975; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Kubota, 1977;
Seo e Kim, 1975; Vosa, 1977;
Kamizyo e Tanaka, 1981; Kaul,
1981a; Tanaka e Ohta, 1982;
Yonezawa, 1984; Albini e Jones,
1988; Liu e Zhou, 1988; Sato,
1988; Li, 1989; Nanuscyan e
Polyakov, 1989; Ohi, 1990;
Soliman, 1990; Taniguchi e
Tanaka, 1991; Inada e Endo,
1994; Fuchs et al., 1995; Irifune,
1995; Puizina e Papea, 1996; IE,
1999; Soliman, Borzatti e
Garbari, 1999; Talukder e Sem,
2000; Ohri e Pistrick, 2001

Vakhtina, 1985; Ohri e Pistrick,
2001

Vakhtina e Kudrjaschova, 1977

Friesen, 1986; Friesen, 1988;
Zakirova e Nafanailova, 1992

Sopova, 1972; Mizianty e Frey,
1973; Ruiz-Rejon e Sanudo,
1976; Vosa, 1976; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Natarajan, 1977,
Vosa, 1977; Bartolo et al., 1978;
Capineri et al., 1978; Natarajan,
1978; Loidl, 1979; Tanker e
Kurucu, 1979; Vakhtina e
Kudrjaschova, 1980; Van-Loon e
Setten, 1982; Ward, 1984,
Tzanoudakis e Vosa, 1988;
Soliman, 1990; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 199; Baltisberger e
Baltisberger, 1995; Lovka, 1995;
Dobea et al.,, 1997; Soliman,
Borzatti e  Garbari, 1999;
Waldherr, 2000; Ohri e Pistrick,
2001; Krahulcova, 2003
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium flavum subsp. flavum 8+1BlI 16, 32 Strid e Franzen, 1981; Hruaovska-

Osuska, 1988; Ozhatay, 1990; De
Sarker et al., 1997

A. flavum var. minus Boiss. 16 Sopova, 1972; Strid e Franzen,
1981

A. flavum subsp. tauricum 16, 32, 48 Strid e Franzen, 1981; Pogosian,

(Besser) Stearn 1983; Kudryashova, 1988;
Ozhatay, 1990; Pogosian, 1991;
Johnson e Brandham, 1997

A. franciniae Brullo & Pavone 32 Miceli e Garbari, 1991

A. frigidum Boiss. & Heldr. 16, 24 Brullo et al., 2001

A. funckiifolium Hand.-Mazz. 16+0-5B Jing et al., 1999

A. fuscoviolaceum Fomin 16, 16+1B Ozhatay, 1993; Johnson e
Ozhatay, 1996; Ozhatay e
Johnson, 1996

A. fuscum Waldst. & Kit. 16, 24,32,48 Vosa, 1976; Vosa, 1977,
Tornadore, 1981; Johnson, 1982;
Van-Loon e Oudemans, 1992;
Papanicolaou, 1984; Ozhatay,
1993; De Sarker et al., 1997

A. galanthum Kar. & Kir. 16 El-Gadi e Elkington, 1975; Vosa,
1977; Zakirova e Nafanailova,
1988; Ohri e Pistrick, 2001

A. geyeri S.Watson 7 14 Badr e Elkington, 1984; Cai e
Chinnappa, 1987; Ward e
Spellenberg, 1988

A. giganteum Regel 16 Vakhtina, 1985; Fritsch e
Astanova, 1998

A. glandulosum Link & Otto 28 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Palomino e Jimenez, 1988

A. glomeratum Prokh. 16 He e Xu, 2001; Hongguan, 2005

A. glumaceum Boiss. & 16 Johnson e Brandham, 1997

Hausskn.

A. goekyigitii Ekim, H. 16 Unal et al., 1999; Unal e Duman,

Duman & Gliner

2002
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium gomphrenoides Boiss. & 16 Tzanoudakis, 1985; Johnson e
Heldr. Ozhatay, 1996
A. gooddingii Ownbey 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. goulimyi Tzanoudakis 16 Tzanoudakis, 1983; Tzanoudakis
e Vosa, 1988
A. gramineum C. Koch 16, 16+2B Pogosian, 1991; Pogosian, 1983;
Ozhatay e Johnson, 1996;
Johnson e Ozhatay, 1996
A. greuteri Brullo & Pavone 16 Brullo e Pavone, 1983
A. griffithianum Boiss. 16, 32 Pandita, 1979; Kaul, 1981a;
Pogosian, 1981; Ohri e Pistrick,
2001
A. grosii Font Quer 46 Brullo et al., 1992; Castro, 2005
A. guanxianense J.M. Xu 22 Huang et al., 1995; Hongguan,
2005
A. gubanovii Kamelin 32 Friesen, 1991
A. gunibicum Miscz. ex 16 Magulaev, 1992; Fuchs et al.,
Grossh. 1995
A. guttatum Steven 16, 32 Laan, 1979; Tzanoudakis e Vosa,
1988; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 1991
A. guttatum subsp. 16+0-2B, 32  Ozhatay, 1993; Lovka, 1995
dalmaticum (A. Kerner ex
Janchen) Stearn
A. guttatum subsp. guttatum 16, 32, 40 Tzanoudakis, 1985; Ozhatay,
1993; De Sarker et al., 1997;
Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996
A. guttatum subsp. sardoum 16, Pastor, 1982; Tzanoudakis, 1985;
K, (Moris) Stearn 16+0-2B; 24, Ozhatay, 1990; Johnson e
24+1B, 32,40 Ozhatay, 1996; Bareka et al.,
1998; Tzanoudakis, 1999
A. guttatum subsp. tenorei 16 Bartolo et al., 1984
(Parl.) Soldano
A. gypsaceum Popov & Vved. 16 Fritsch e Astanova, 1998
A. haematochiton S. Watson 14, 28 Jacobsen e Ownbey, 1976
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium heldreichii Boiss. 14, 16 Alden, 1976; Strid e Franzen,

1981; Johnson, 1982; Ohri e
Pistrick, 2001

A. helicophyllum Vved. 16 Pogosian, 1983

A. herderianum Regel 16 Hongguan, 2005

A. hickmanii Eastw. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. hirtovaginatum Kunth 14 Garbari et al.,, 1979; Johnson,
1982; Brullo e Pavone, 1988;
Garbari et al., 1991; Karavokyrou
e Tzanoudakis, 1991;
Tzanoudakis et al., 1991

A. hirtovaginum Candargy 16 Tanker e  Kurucu,  1979;
Karavokyrou e Tzanoudakis,
1991; Ozhatay, 1993

A. hissaricum Vved. 16 Vakhtina, 1985; Fritsch e
Astanova, 1998; Ohri et al., 1998;
Ohri e Pistrick, 2001

A. hoffmanii Ownbey ex 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

Traub

A. hollandicum R.M. Fritsch 16 Fritsch e Astanova, 1998; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001

A. hookeri Thwaites 22, 33,44 Wei et al., 1985; Li, 1989; Huang
et al., 1995; Ohri e Pistrick, 2001;
Zhang e Xu, 2002; Hongguan,
2005

A. hookeri var. muliense Airy 22 Huang et al., 1995; Hongguan,

Shaw 2005

A. horvatii Lovric 16 Bedalov e Lovric, 1978

A. howellii Eastw. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. howellii var. sanbenitense 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

(Traub) Ownbey & Aase

A. huber-morathii Kollmann 16 Kollmann et al., 1983; Ozhatay,
1993

A. humile Kunth 8 16 MS, 1975; Mehra e Pandita, 1978;
Kaul, 1981a; Pogosian, 1981

A. hymenorhizum Ledeb. 16 Jacobsen e Ownbey, 1977;

Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Friesen, 1985; Friesen, 1988;
Zakirova e Nafanailova, 1990;
Ohri e Pistrick, 2001
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium hymettium Boiss. & Heldr. 16 Johnson, 1982

A. iliense Regel 16 Fritsch e Astanova, 1998

A. incensiodorum Radic 16 Friesen e Herrmann, 1998

“nome ndo resolvido”

A. inderiense Fisch. ex Bunge 32 Vosa, 1977

A. insubricum Boiss. & Reut. 14 Ohri e Pistrick, 2001

A. insufficiens Vved. 16 Pogosian e Seisums, 1992

A. integerrimum Zahar. 16 Montmollin, 1986

A. inutile Makino 16 Kuroki, 1993

A. ionicum Brullo & Tzanoud. 16 Brullo e Tzanoudakis, 1994;
Kriemadi et al., 2002

A. iranicum (Wendelbo) 16, 32 Pogosian Takhtajan, 1990

Wendelbo

A. jacquemontii Kunth 8 16 Kaul, 1981a; Pogosian, 1981

A. jesdianum subsp. 16 Ohri e Pistrick, 2001

angustitepalum (Wendelbo)

F.O.Khass. & R.M.Fritsch

A. jepsonii (Ownbey & Aase 7 Denison e Mcneal, 1989

ex Traub) S.S. Denison &

McNeal

A. jubatum J.F. Macbr. 16 Ozhatay, 1993

A. junceum Sm. 8 16 Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Tzanoudakis, 1999; Vogt e
Aparicio, 1999

A. junceum subsp. junceum 16 Ozhatay e Johnson, 1996; De
Sarker et al., 1997

A. junceum subsp. tridentatum 16 Ozhatay e Johnson, 1996

Kollmann

A. karacae M. Koyuncu 16 Unal e Duman, 2002

A. karamanoglui Koyuncu & 16 Koyuncu e Ozhatay, 1983

Kollm.

A. karataviense Regel 18 Jacobsen e Ownbey, 1977,

Zakirova e Nafanailova, 1990;
Pogosian e Seisums, 1992
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium karelinii Poljakov 32 Friesen, 1986

A. karistanum Brullo, Pavone 16 Brullo et al., 1997b

& Salmeri

A. karyeteini Post 16 Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996

A. kastambulense Kollmann 16 Ozhatay, 1993

A. kermesinum Rchb. 16 Wetschnig, 1995

A. kharputense Freyn & Sint. 16 Pogosian, 1983; Ozhatay, 1993

A. kiiense (Murata) 8 16 Dubouzet et al., 1993

Hir. Takah.bis & M.Hotta

A. koelzii (Wendelbo) K. 16 Persson e Wendelbo, 1979

Persson & Wendelbo

A. kokanicum Regel 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1977

A. kollmannianum Brullo, 16 Brullo et al., 1991

Pavone & Salmeri

A. komarowii Lipsky 16 Vakhtina, 1985; Pogosian e
Seisums, 1992

A. kondensatum Turcz. “nome 16 Gritsenko e Gurzenkov, 1983

ndo resolvido”

A. kopetdagense Vved. 16 Vakhtina, 1985

A. koreanum H.J.Choi & B.U. 16 Choi, 2004

Oh

A. korolkowii Regel 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1981

A. kossoricum Fomin 16 Ozhatay, 1993

A. kujukense Vved. 18 Pogosian e Seisums, 1992

A. kunthianum Vved. 16, 32 Pogosian, 1981; Pogosian, 1983;
Gagnidze e Gviniaschvili, 1984;
Vir-Jee e Kachroo, 1985;
Gagnidze et al., 1986; Pogosian,
1991; Magulaev, 1992; Ozhatay,
1993; Gagnidze e Gviniashvili,
1997; Gadnidze et al., 1998

A. kuramense F. Khassanov & 16+1B Fritsch et al., 1998

N.W. Friesen

A. kurssanovii Popov 16 Zakirova e Nafanailova, 1988;
Ohri e Pistrick, 2001

A. kwakense (R.M. Fritsch) 16 Fritsch e Astanova, 1998

R.M. Fritsch
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium lacunosum var. davisiae 7 Mcneal e Ownbey, 1982
(M.E. Jones) McNeal & Ownbey
A. lacunosum var. kernensis 7 Mcneal e Ownbey, 1982
McNeal & Ownbey
A. lacunosum var. lacunosum 7 14 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Mcneal e Ownbey, 1982
A. lacunosum var. micranthum 7 Mcneal e Ownbey, 1982
Eastw.
A. lagarophyllum Brullo, 16 Brullo et al., 1993a
Pavone & Tzanoud.
A. lamondiae Wendelbo 8 Khatoon e Ali, 1993
A. ledebourianum Schultes & 16 Vosa, 1977; Gritsenko e
J.H. Schultes in Roemer & Gurzenkov, 1983; Friesen, 1986;
Schultes Friesen, 1988; Nanuscyan e
Polyakov, 1989; Zakirova e
Nafanailova, 1992; Friesen et al.,
1997
A. lefkarense Brullo, Pavone 16 Brullo et al., 1993
& Salmeri
A. lehmannii Lojac. 16 Miceli e Garbari, 1991
A. lemmonii S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. leucanthum C. Koch 16, 32 Pogosian, 1981; Pogosian, 1983;
Vakhtina, 1985
A. leucocephalum Turcz. ex 16, 32 Frizen, 1983; Kalkman, 1984;
Ledeb. Krasnikova e Rostovtseva, 1984;
Friesen, 1988; Tolgor et al., 1993;
Tolgor e Xu, 1994; Ohri e
Pistrick, 2001
A. leucosphaerum Aitch. & 16+0-2B Vakhtina, 1989
Baker
A. lineare L. 16, 32 Kartashova et al., 1974b;
Kartashova et al., 19743
Vakhtina e Kudrjaschova, 1980;
Krasnikova et al, 1983;
Kalkman, 1984; Krasnikova et
al., 1984; Friesen, 1988; Zakirova
e Nafanailova, 1992; Ohri e
Pistrick, 2001
A. linearifolium H.J.Choi & 16 Choi, 2003

B.U. Oh
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Allium lipskyanum Vved. 16 Fritsch e Astanova, 1998; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001
A. listera Stearn 16+0-5B Borzatti e Garbari, 1999
A. litardierei J.-M.Tison 8 16 Galland, 1988
A. litvinovii Drob. ex Vved. 16 Pogosian e Seisums, 1992
A. lojaconoi Brullo et al. 16 Brullo et al.,1982
A. longanum Pamp. 28 Bartolo et al., 1984
A. longifolium (Kunth) 14 Jacobsen e Ownbey, 1976; Ohri e
Spreng. Pistrick, 2001
A. longiradiatum (Regel) 16 Zakirova e Nafanailova, 1992
Vved.
A. longispathum Redouté 32,40 Brullo et al., 1991
A. longistylum Baker 16 Choi, 2003
A. lopadusanum G. Bartolo, S. 16 Bartolo et al., 1986
Brullo & P. Pavone
A. lusitanicum Lam. 16, 24, 32, Pastor, 1982; Speta, 1984; Ward,
32+3B 1984; Di Fulvio, 1986;
Wetschnig, 1992; Waldherr, 2000
A. luteolum Halacsy 16 Brullo et al., 2001
A. lycaonicum Siehe 16, 24 Koyuncu e Ozhatay, 1983;
Ozhatay, 1993
A. maackii (Maxim.) Prokh. 16 Gritsenko e Gurzenkov, 1983
ex Kom. & Aliss.
A. macedonicum Zahar. 16 Papanicolaou, 1984
A. macleanii Baker 8 16 Pandita, 1979; Kaul, 1981a;
Pogosian, 1981; Pogosian e
Seisums, 1992; De Sarker et al.,
1997; Fritsch e Astanova, 1998
A. macranthum Baker 14, 28 Li et al., 1992; Huang et al.,
1995; Hongguan, 2005
A. macrochaetum Boiss. & 16 Siraneci, 1992; Johnson e
Hausskn. Ozhatay, 1996; Borzatti e

Garbari, 1999
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Allium macropetalum Rydb. 7 Schaack et al., 1984; Ward, 1984
A. macrostemon Bunge 32,40, 48 Kawano e Nagai, 1975; Gritsenko
e Gurzenkov, 1983; Rudyka,
1984; Takahashi et al., 1988; R,
1995; Shang et al, 1997,
Probatova et al., 1998; Rudyka,
1998; Ogura et al., 1999; Zhu e
Xu, 1999; Ogura et al., 2000;
Ohri e Pistrick, 2001; Ogura et
al., 2002; Hongguan, 2005
A. macrum S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. madidum S. Watson 28 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. mairei H. Lév. 16, 32 Ohri et al., 1998; Ohri e Pistrick,
2001; Choi, 2004
A malyschevii N.V. Friesen 16 Friesen, 1991
A. maniaticum Brullo & 16 Brullo e Tzanoudakis, 1989
Tzanoudakis
A. maowenense J.M. Xu 16 Xu et al., 1994
A. marathasicum Brullo, 24 Brullo et al., 1993
Pavone & Salmeri
A. mareoticum Bornm. & 32 Hamoud et al., 1990
Gauba
A. mariae Bordz. 16 Pogosian e Takhtajan, 1990
A. marschallianum Vved. 16 De Sarker et al., 1997
A. massaessylum Batt. & 7 14 Pastor, 1982; Elena-Rossello et
Trabut al., 1987
A. materculae Bordz. 16 Pogosian, 1983
A. maximowiczii Regel 16 Rudyka, 1984; Friesen, 1985;
Friesen, 1988
A. melananthum Coincy 16 Pastor, 1982
A. melantherum Panc. 16, 24, 24+1B, Ceschmedjiev, 1976;
32 Cheshmedjiev, 1979;
Tzanoudakis e Vosa, 1988; Ohri e
Pistrick, 2001
A. membranaceum Ownbey ex 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

Traub
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Allium meteoricum Heldr. & 16 Sopova, 1972; Stearn, 1978;
Hausskn. ex Hal. Johnson, 1982; Brullo, 1995;
Brullo et al., 2001
A. microdictyon Prokh. 16 Friesen, 1985; Friesen, 1986;
Friesen, 1988; Friesen, 1991;
Stepanov, 1994
A. mirum Wendelbo 16 Pogosian e Seisums, 1992
A. moly L. 14 Badr e Elkington, 1977; Pastor,
1982; Ohri e Pistrick, 2001
A. monanthum Maxim. 16, 24, 32 Kawano e Nagai, 1975; Gritsenko
e Gurzenkov, 1983; Noda e
Kawano, 1988; Kawano et al.,
2005
A. mongolicum Turcz. ex 16 Kalkman, 1984; Yan et al., 1989;
Regel Friesen, 1991; Yang et al., 1998;
Ohri e Pistrick, 2001
A. moschatum L. 16 Sopova, 1972; Natarajan, 1977
Vosa, 1977; Natarajan, 1978;
Strid e Franzen, 1981;
Tzanoudakis, 1982; Tzanoudakis
e Vosa, 1988; Ozhatay, 1990;
Pogosian e Takhtajan, 1990;
Pogosian, 1991; Baltisberger e
Baltisberger, 1995; Marcucci e
Tornadore, 1999
A. munzii (Ownbey & Aase ex 7 McNeal, 1992a
Traub) McNeal
A. myrianthum Boiss. 16 Tanker e Kurucu, 1979
A. nanodes Airy Shaw 16, Jing et al., 1999; Hongguan, 2005
16+0-3B
A. nanum (Asch. & Gr.) 16, 16+0-1B  Ceschmedjiev, 1976;
Cheshm. “nome nao Cheshmedjiev, 1979
resolvido”
A. neapolitanum Cirillo 14 14,21, 27,28, Badr e Elkington, 1977; Pastor,
30-32, 34-36, 1982; Ozhatay, 1990;
39, 40, 42 Karavokyrou e  Tzanoudakis,

A. nebrodense Guss.

16

1991; Lovka, 1995; Pejéinovié,
1995; Puizina et al., 1995;
Tzanoudakis, 1999

Devesa et al., 1988
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Referéncias

Allium neriniflorum (Herb.) G.
Don

A. nevadense S.Watson

A. nevii S. Watson

A. nevsehirense Koyuncu &
Kollmann

A. nevskianum Vved.

A. nigrum L.

A. nutans L.

A. obliguum L.

A. obtusiflorum Redouté

A. obtusum Lemmon

A. obtusum var. conspicuum
Mortola & McNeal

A. obtusum var. obtusum

A. ochotense Prokh.

16, 32,
16+0-1B

14

14,28

16, 32

16

16, 32

24, 32, 36, 38-
40, 48, 64, 72

16, 32

16

14

32

Friesen, 1986; Friesen, 1988;
Zhang, 1994; Shang et al., 1997;
Ohri e Pistrick, 2001

Jacobsen e Ownbey, 1976

Jacobsen e Ownbey, 1976;
Rieseberg et al., 1987

Ozhatay, 1993; Johnson e
Ozhatay, 1996; Ozhatay e
Johnson, 1996

Fritsch e Astanova, 1998

Sopova, 1972; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Vosa, 1977; Kaul,
1981a; Johnson, 1982; Pastor,
1982; Singh, 1982; Koyuncu e
Ozhatay, 1983; Cortes e Escalza,
1986; Ozhatay, 1990;
Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Ohri et al, 1998;
Tzanoudakis, 1999; Ohri e
Pistrick, 2001

Frizen, 1986; Frizen, 1988;
Zakirova e Nafanailova, 1988;
Krasnikov e Lomonosova, 1990;
Malakhova, 1990; Friesen, 1991;
Malakhova e Makova, 1994;
Malakhova, 1997; Malakhova,
1998; Shang et al., 1997; Ohri e
Pistrick, 2001

Jacobsen e Ownbey, 1977; Vosa,
1977; Friesen, 1986; Friesen,
1988; Ohri e Pistrick, 2001
Van-Loon e Snelders, 1979;
Brullo et al., 1982; Phitos et al.,
1989

Jacobsen e Ownbey, 1976

Majovsky e Murin, 1985

Gritsenko e Gurzenkov, 1983;
Probatova, 2006

Ohri e Pistrick, 2001
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium oleraceum L. 24,32,40,48 Sopova, 1972; Vosa, 1976; Vosa,
1977; Capineri et al., 1978;
Vachova e Ferakova, 1980;
Arohonka, 1982; Pastor, 1982;
Speta, 1984; Ward, 1984; Halkka,
1985; Laane e Lie, 1985;
Vakhtina, 1985; Vir-Jee e
Kachroo, 1985; Pogan et al.,
1986; Joachimiak, 1990; Mésicek
e Javurkova-Jarolimova, 1992;
Megsicek, 1992; Wetschnig, 1992;
Lovkvist e Hultgard, 1999;
Borzatti e Garbari, 1999; Murin et
al., 1999; Borzatti e Garbari,
1999; Loidl, 2000; Waldherr,
2000; Krahulcova, 2003; Astrom
e Haeggstrom, 2004
A. oliganthum Kar. & Kir. 16, 24 Friesen, 1988; Ohri e Pistrick,
2001
A. oltense Grossheim 16 Ozhatay, 1993; Johnson e
Ozhatay, 1996
A. olympicum Boiss. 16 Ozhatay, 1993
A. omeiense Z.Y. Zhu 22 Zhang et al., 2002; Huang et al.,
1995; Hongguan, 2005
A. ophiophyllum Vved. 16 Vakhtina, 1985
A. oporinanthum Brullo, 32 Brullo et al., 1997¢
Pavone & Salmeri
A. oreaprasoides Vved. 16, 32 Zakirova e Nafanailova, 1988
A.oreophilum C.A. Mey. 14, 16 Badr e Elkington, 1977; Jacobsen
e Ownbey, 1977; Vosa, 1977,
Pogosian, 1983; Hanelt et al.,
1989; Ozhatay, 1993
A. oreoprasum Schrenk 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Kaul, 1981a
A. orientale Boiss. 16, 24, 32 Bartolo et al., 1984; Pogosian e
Seisums,  1992;  Tzanoudakis,
1999
A. oschaninii O. Fedtsch. 16 Vosa, 1977; Vakhtina, 1985;
Nanuscyan e Polyakov, 1989
A. ovalifolium Hand.-Mazz. 16, Hong e Zhu, 1987; lJing et al.,
16+1-6B, 24  1999; Hongguan, 2005
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium paepalanthoides Airy 16+3B Zhang et al., 2002
Shaw
A. pallasii Murray 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Zakirova e Nafanailova, 1988; He
e Xu, 2001; Hongguan, 2005
A. pallens L. 16, 24, 32 Marchi e Hluminati, 1974; Vosa,
1977; Tanker e Kurucu, 1979;
Pastor, 1982; Ruiz-Rejon et al.,
1986; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 1991; De Sarker et
al., 1997; Tzanoudakis, 1999;
Brullo et al., 2003
A. pandzhi Seisums “nome 16 Pogosian e Seisums, 1992
ndo resolvido”
A. paniculatum L. 8, 8+0-2B 16, Sopova, 1972; Marchi e
16+2-3B, 24, Illuminati, 1974; Ruiz-Rejon,
32,40 1976; Vosa, 1977; Fernandez
Casas e Villaraco, 1981; Pastor,
1982; Van-Loon e Setten, 1982;
Vir-Jee e Kachroo, 1985; Ruiz-
Rejon et al., 1986; Tzanoudakis e
Vosa, 1988; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 1991; Pogosian,
1991; Borzatti e Garbari, 1999;
Murin et al., 1999
A. paniculatum subsp. fussii 16 Mraz, 2005
(A. Kern.) So6
A. paniculatum subsp. 16, 32, 40 Pogosian, 1983; Montmollin,
paniculatum 1986; Zakirova e Nafanailova,
1988; Ozhatay, 1990; Pogosian,
1991; Ozhatay, 1993
A. paradoxum (M.Bieb.) G. 16 Badr e Elkington, 1977; Vosa,
Don 1977; Pogosian, 1983; M¢sicek e
Javurkova-Jarolimova, 1992;
Mésicek, 1992; Ohri e Pistrick,
2001
A. parciflorum Viv. 16 Brullo et al.,1982
A. pardoi Loscos 48 Pastor, 1982
A. parishii S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. parnassicum (Boiss.) Hal. 16, 24 Tzanoudakis e VVosa, 1988; Brullo

et al., 2001
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Allium parryi S. Watson 7 McNeal, 1992a

A. parvum Kellogg 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. peninsulare Lemmon ex 14 Mcneil e Ownbey, 1977

Greene

A. peninsulare var. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

peninsulare

A. pentadactyli Brullo, Pavone 16 Brullo et al., 1989; Serra et al.,

& Spampinato 2001

A. peroninianum Azn. 16 Ozhatay, 1990; Ozhatay, 1993

A. petraeum Kar. & Kir. 16 Zakirova e Nafanailova, 1990;
Vakhtina e Kudrjaschova, 1977

A. phanerantherum Boiss. & 16 De Sarker et al., 1997

Hausskn.

A. phrygium Boiss. 16 Ozhatay, 1993

A. phthioticum Boiss. & 16, 24 Tzanoudakis, 1982

Heldr.

A. pictistamineum O. Schwarz 16 Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991

A. pilosum Smith 16 Tzanoudakis e Vosa, 1988; Brullo
et al., 19953; Brullo et al., 2001

A. platakisii Tzanoud. & 16 Tzanoudakis e Kypriotakis, 1993

Kypriotakis

A. platycaule S. Watson 14 Jacobsen e Ownbey, 1976

A. platyspathum Schrenk 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1977;
Friesen, 1988; Friesen, 1986;
Zakirova e Nafanailova, 1988

A. plurifoliatum Rendle 16+1B, 32 Fu e Chang, 1991; Zhang et al.,
2002

A. polyanthum Schult. & 32 Ferndndez Casas e Villaraco,

Schult. f. 1981; Guern et al, 1991;
Verlaque et al., 1995

A. polyrhizum Turcz. ex Regel 16, 32 Tolgor et al., 1993; Yang et al.,
1998; Hongguan, 2005

A. ponticum Miscz. ex Grossh. 32 Ozhatay, 1993
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Allium prattii C.H. Wright 16, Zhang et al., 2002; Xue et al.,
16+0-2B, 32 2000; Jing et al, 1999;
Hongguan, 2005
A. x proliferum (Hibrido) 16 Fiskesjo, 1975; Adaniya et al.,
(Moench) Schrad. ex Willd. 1978; Fujieda et al., 1980;
Schubert e Wobus, 1985;
Zakirova e Nafanailova, 1988;
Ozhatay, 1990; LS, 1995; Papea,
1999
A. proponticum Stearn & N. 16 Ozhatay, 1990; Karavokyrou e
Ozhatay Tzanoudakis, 1991
A. proponticum var. 16 Johnson e Ozhatay, 1996
proponticum
A. prostratum Trevir. 16 Frizen, 1983; Friesen, 1988
A. protensum Wendelbo 32 De Sarker et al., 1997
A. przewalskianum Regel 16, 32, 64 Kaul, 1981a; Yang et al., 1998;
Xue et al., 2000; Hongguan, 2005
A. pseudoalbidum N.Friesen 16 Ozhatay, 1993
A. pseudoampeloprasum 16, 32 Pogosian, 1991; Ozhatay, 1993;
Miscz. ex Grossh. Pogosian, 1997
A. pseudoflavum Vved. 16, 16+2B Kudryashova, 1988; Pogosian,
1991; Ozhatay, 1993
A. pseudojaponicum Makino 32 Choi. 2006
A. pseudostrictum Albov 48 Magulaev, 1992
A. pskemense B. Fedtsch. 16 Bochantseva, 1972; Vosa, 1977;
Ohri e Pistrick, 2001
A. pumilum Vved. 16 Friesen, 1986; Friesen, 1988
A. pyrenaicum Costa & Vayr. 32 Pastor, 1982
A. ramosum L. 16, Jacobsen e Ownbey, 1977;
16+0-1B, 32  Rickards, 1977; Frizen, 1983;
Gritsenko e Gurzenkov, 1983;

Kalkman, 1984; Rudyka, 1984;
Friesen, 1985; Zou e Jia, 1985;
Friesen, 1986; Friesen, 1988; Yan
et al., 1989; Tolgor et al., 1993;
Tolgor e Xu, 1994; Shang et al.,
1997; Yan et al.,, 1999; Ohri e
Pistrick, 2001; Yan et al., 2001;
Yan et al., 2001; Yamashita et al.,
2005; Shatokhina, 2006
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium reuterianum Boiss. 16 Ozhatay e Johnson, 1996
A. rhizomatum Wooton & 28 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Standl. Palomino e Jimenez, 1988
A. rhodiacum Brullo, Pavone 16 Brullo et al., 1992
& Salmeri
A. rhodopeum Velen. 16 Ozhatay, 1990; Brullo et al., 1998
A. ritsi latrot & Tzanoud. 14 latrou e Tzanoudakis, 1995
A. robinsonii L.F. Hend. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. robustum Kar. & Kir. 16 Pogosian e Seisums, 1992
A. rollovii Grossheim 16 Ozhatay, 1993
A. rosenbachianum Regel 16 Vosa, 1977; Kaul, 1981a; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001
A. rosenbachianum subsp. 16 Fritsch e Astanova, 1998
rosenbachianum
A. rosenorum R.M. Fritsch 16 Fritsch e Astanova, 1998
A. roseum L. 16, 24, 28,32, Natarajan, 1977; Saini e Rait,
40, 48 1974; Borgen, 1975; Natarajan,
1978; Stearn, 1978; Laan, 1979;
Ferndndez Casas e Villaraco,
1981; Johnson, 1982; Pastor,
1982; Castroviejo e Feliner, 1986;
Tzanoudakis e Vosa, 1988;
Hamoud et al., 1990; Ozhatay,
1990; Van-Loon e Oudemans,
1992; Lovka, 1995; Marcucci e
Tornadore, 1997b
A. rotundum L. 16 16, 24, 32,48, Ruiz- Sopova, 1972; Magulaev,
64 1976; Rejon e Sanudo, 1976;

Ruiz-Rejon, 1976; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Vosa, 1977,
Pogosian, 1981; Johnson, 1982;
Pastor, 1982; Pogosian, 1983;
Buttler, 1985; Tzanoudakis, 1985;
Kudryaschova, 1990; Pogosian e
Takhtajan, 1990; Karavokyrou e
Tzanoudakis, 1991; Pogosian,
1991; Kara e Okten, 1992;
Mésicek e Javurkova-Jarolimova,
1992; Ozhatay, 1993; Ozhatay et
al., 1993; Johnson e Ozhatay,
1996; Ozhatay e Johnson, 1996;
Murin et al., 1999; Borzatti e
Garbari, 1999; Tzanoudakis, 1999
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium rotundum subsp. rotundum 8 16, Ceschmedjiev, 1976; Johnson e
16+0-2B, 24, Ozhatay, 1996; Ozhatay e
32,40 Johnson, 1996; De Sarker et al.,
1997
A. rouyi Gaut. 16 Pastor e Diosdado, 1995
A. roylei Stearn 1VI+11IV+3I, 16 Sharma e Gohil, 2003
21V+4lI
A. rubellum M. Bieb. 16, Vosa, 1977; Mehra e Pandita,
16+0-1B, 24, 1978; Pogosian, 1983; Vakhtina,
32 1985; Pogosian, 1989; Pogosian,
1991; Pogosian e Takhtajan, 1990
A. rubens Schrad. ex Willd. 16, 24 Komissarov e Tarassova, 1980;
Rostovtseva et al., 1981; Friesen,
1985; Friesen, 1986; Friesen,
1988; Zakirova e Nafanailova,
1988; Friesen, 1991
A. rubrovittatum Boiss. & 16 Tzanoudakis, 1985; De Sarker et
Heldr. al., 1997
A. ruhmerianum Aschers. ex 33 Bartolo et al., 1984
Durand & Barratte
A. runemarkii Trigas & 16 Trigas e Tzanoudakis, 2000
Tzanoud.
A. rupestre Steven 16, 21,24,28 Vir-Jee e Kachroo, 1985;
Pogosian, 1989; Ozhatay, 1993;
Ohri e Pistrick, 2001
A. rupicola Boiss. ex 16+B Tanker e Kurucu, 1979
Mouterde
A. sabulosum Steven ex 16 Zakirova e Nafanailova, 1990;
Bunge Zakirova, 1999
A. sacculiferum Maxim. 32,42 Lee, 1967; Gritsenko e
Gurzenkov, 1983; Rudyka, 1986;
Seo e Kim, 1989; Choi, 2003
A. samothracicum Tzanoud., 16 Trigas e Tzanoudakis, 2000
Strid & Kit Tan
A. sanbornii var. congdonii 7 14 Jacobsen e Ownbey, 1976;
Jeps. Denison e McNeal, 1989
A. sanbornii var. sanbornii 7 Denison e McNeal, 1989
A. sandrasicum Kollmann 16 Johnson e Ozhatay, 1996;
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Téaxon Meiose (n)

Mitose (2n)

Referéncias

Allium sandrasicum Kollmann
A. saposhnikovii Nikitina
A. sarawschanicum Regel

A. sativum L. 8,8ll, 9

A. savii Parl.

A. saxatile M. Bieb.

A. scaberrimum M.Serres

A. scabriflorum Boiss.

A. scabriscapum Boiss. &
Kotschy

16
16

12, 16

32

16, 16+2B, 32

48

16

16

Ozhatay e Johnson, 1996
Pogosian e Seisums, 1992
Fritsch e Astanova, 1998

Narain e Raina, 1975; Ferri et al.,
1976; Goto, 1977; Vosa, 1977,
Murin, 1978; Roy, 1978; Verma e
Mittal, 1978; Koul et al., 1979;
Pandita, 1979; Banerjee, 1980;
Sato et al., 1980; Kaul, 1981a;
Sato e Kawamura, 1981; Cortes et
al., 1983; Cortes e Escalza, 1986;
Zakirova e Nafanailova, 1988;
Etoh, 1986; Li, 1989; Ohi, 1990;
Vijayavalli e Mathew, 1990;
Wajahatullah e Vahidy, 1990;
Zhang, 1993; Fuchs et al., 1995;
Hizume et al., 1995; Jacobkutty e
Bhavanandan, 1996; Johnson e
Ozhatay, 1996; Johnson e
Brandham, 1997; Zhang et al.,
1999; Talukder e Sem, 2000; Ohri
e Pistrick, 2001; Chen et al.,,
2003; Yuzbasioglu, 2004

Brullo et al., 1994a

Gagnidze e Chkheidze, 1975;
Magulaev, 1976; Vosa, 1977;
Vakhtina e Kudrjaschova, 1980;
Vakhtina e Kudrjaschova, 1981;
Pogosian, 1983; Vakhtina, 1985
Friesen, 1986; Friesen, 1988;
Kudryashova, 1988; Zakirova e
Nafanailova, 1988; Nanuscyan e
Polyakov, 1989; Fuchs et al.,
1995; Pogosian, 1997

Guern et al., 1991

Johnson e  Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996; Unal e
Duman, 2002

Pogosian, 1983; Vakhtina, 1985;
Pogosian, 1997; Yamashita et al.,
2005
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Téaxon Meiose (n)

Mitose (2n)

Referéncias

Allium schischkinii Sobolevsk.
A. schmitzii Coutinho

A. schoenoprasum L. 8

A. schoenoprasum var.
gredense (Rivas Mateos)
Rivas Martinez

A. schoenoprasum subsp. 8
schoenoprasum

A. schrenkii Regel

A. schubertii Zucc.

A. schugnanicum Vved.

A. scilloides Douglas ex S.
Watson

A. scorodoprasum L. 8

16
32

14, 16, 16+0-
18B, 32, 48

32

16,
16+0-10B, 24,
32

32
16

16,
16+0-1B

14
16,

16+0-2B, 24,
32

Friesen, 1986
Pastor, 1982

Rickards, 1977; Vosa, 1977;
Murin, 1978; Krogulevich, 1971;
Sopova, 1972; Krogulevich, 1976;
Mehra e Pandita, 1979; Pandita,
1979; Kaul, 1981a; Pastor, 1982;
Pogosian, 1983; Ward, 1984;
Murin et al., 1984; Speta, 1984;
Friesen, 1985; Halkka, 1985;
Friesen, 1986; Rudyka, 1986;
Lavrenko e Serditov, 1987;
Friesen, 1988; Lavrenko et al.,
1989; Nanuscyan e Polyakov,
1989; Ohi, 1990; Pogosian e
Takhtajan, 1990; Zakirova e
Nafanailova, 1990; Friesen, 1991;
Lavrenko et al., 1991; Tardif e
Morisset, 1992; Ozhatay, 1993;
Friesen et al., 1997; Montgomery
et al., 1997; Pogosian, 1997; Ohri
e Pistrick, 2001

Fernandez Casas e Santamaria,
1978

Belaeva e Siplivinsky, 1975;
Khaleel, 1978; Love e Love,
1980; Love e Love, 1981;
Arohonka, 1982; Kalkman, 1984;
Chinnappa e Basappa, 1986; Cai e
Chinnappa, 1987; Ohi, 1990;
Joachimiak, 1991; Wdetschnig,
1992; Golczyk, 1994; Lovka,
1995; Borzatti e Garbari, 1999;
Lovkvist e Hultgard, 1999

Friesen, 1986; Friesen, 1988
Vosa, 1977

Astanova, 1984; Posian e
Seisums, 1992

Jacobsen e Ownbey, 1976

Sopova, 1968; Sopova, 1972;
Kim, 1974 ; Jacobsen e Ownbey,
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium scorodoprasum L. 1977; Arohonka, 1982; Love e
Love, 1982; Von-Bothmer, 1982;
Speta, 1984; Halkka, 1985; Murin
e Ferdkovd, 1988; Mésicek e
Javurkova-Jarolimova, 1992;
Wetschnig, 1992; Ozhatay et al.,
1993; Waldherr, 2000; Borzatti e
Garbari, 1999; Lovkvist e
Hultgard, 1999; Ohri e Pistrick,
2001;Astrom e Haeggstrom, 2003
A. scorodoprasum subsp. 32 Ohi, 1990
scorodoprasum
A. scorzonerifolium Desf. ex 7 14, 21 Pastor, 1982; Badr e Elkington,
Redouté 1984; Elena-Rossello et al., 1987;
Garcia-Martinez, 2001
A. senescens L. 16, Jacobsen e Ownbey, 1977; Seo,
16+0-5B, 32, 1977; Fernadndez Casas et al.,
40, 48 1978; Hindakova, 1978; Khaleel,
1978; Frizen, 1983; Gritsenko e
Gurzenkov, 1983; Kalkman,
1984; Friesen, 1986; Probatova e
Sokolovskaya, 1986; Friesen,
1988; Yan et al., 1989; Friesen,
1991; Tolgor e Zhao, 1991; Shaet
al., 1995; Rudyka, 1998; Yang et
al., 1998; Yan et al., 1999; Yan et
al., 2001
A. senescens subsp. glaucum 16 Friesen, 1991
(Schrad.) N.V. Friesen
A. senescens subsp. senescens 16 Soliman, 1990
A. sergii Vved. 16 Zakirova e Nafanailova, 1990;
Pogosian e Seisums, 1992
A. serra McNeal & Ownbey 14 Mcneil e Ownbey, 1977
A. setifolium Schrenk 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1981
A. sewerzowii Regel 16 Zakirova e Nafanailova, 1988;
Fritsch e Astanova, 1998
A. sharsmithiae (Ownbey & 7 McNeal, 1992a
Aase ex Traub) McNeal
A. shevockii McNeal 7 Meerow, 1987
A. siecheanum Hausskn. ex 24+1B Ozhatay, 1993

Kollmann
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium sikkimense Baker 16, 36, 48 Mehra e Jacobsen e Ownbey,
1977; Pandita, 1979; Gu et al.,
1993; Gu e Sun, 1996
A. simillimum L.F. Hend. 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
A. sipyleum Boiss. 16 Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991
A. siskiyouense Ownbey ex 14 Jacobsen e Ownbey, 1976
Traub
A. sivasicum N. Ozhatay & 16 Kollmann et al., 1983 ; Ozhatay,
Kollm. 1993
A. sosnowskyanum Miscz. ex 16 Ozhatay, 1993
Grossh.
A. spathaceum Steud. ex 14 Laan, 1979
A.Rich.
A. spathulatum F. Khassanov 16 Fritsch et al., 1998
& R.M. Fritsch
A. sphaerocephalon L. 8 16, Bartolo et al., 1978; Ozhatay,
16+1-2B, 24, 1979; Fernandez Casas e
32 Villaraco, 1981; Strid e Franzen,
1981; Johnson, 1982; Pastor,
1982; Van-Loon e Setten, 1982;
Pogosian, 1983; Guillén e Rején,
1984; Speta, 1984; Ward, 1984;
Loidl e Jones, 1986; Murin e
Majovsky, 1987; Hamoud et al.,
1990; Dobea et al., 1996; Johnson
e Ozhatay, 1996; Brullo et al.,
1997; Brullo et al., 1997a; Ohri et
al., 1998; Murin et al., 1999;
Borzatti e  Garbari, 1999;
Waldherr, 2000; Ohri e Pistrick,
2001; Serra et al., 2001
A. sphaerocephalon subsp. 16 Johnson e Ozhatay, 1996
arvense (Guss.) Arcang.
A. sphaerocephalon subsp. 16, Laan, 1979; Viegi e Renzoni,
sphaerocephalon 16+0-1B 1981; Tzanoudakis, 1985;

Ozhatay, 1990
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium spicatum (Prain) N.Friesen 16, 20 Hongguan, 2005

A. aff. spirale Willd. 16, 32 Gurzenkov, 1983; Sokolovskaya,
1986; Probatova et al., 1998;
Probatova e Gritsenko e Rudyka,
1998; Shatalova, 2000

A. splendens Willd. ex Schult. 16, 32,40,48 Belaeva e Siplivinsky, 1975;
Belaeva e Siplivinsky, 1976;
Kubota, 1977; Khaleel, 1978;
Frizen, 1983; Gritsenko e
Gurzenkov, 1983; Kalkman,
1984; Rudyka, 1984; Nandi,
1985; Friesen, 1986; Friesen,
1988; Seo e Kim, 1989; Friesen,
1991; Dubouzet et al., 1993; Ohri
e Pistrick, 2001; Castro, 2005

A. spurium G.Don 32 Probatova, 2006

A. stamineum Boiss. 16 Aryavand, 1975; Vosa, 1976;
Vosa, 1977; Pogosian, 1983;
Vakhtina, 1985; Ozhatay, 1990;
Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Pogosian, 1991; Brullo et
al., 1993; Pogosian, 1997

A. staticiforme Smith 16, 24 Johnson, 1982; Tzanoudakis e
Vosa, 1988; Tzanoudakis et al.,
1991; Bareka et al., 1998

A. stearnianum Koyuncu, N. 16 Johnson e Ozhatay, 1996

Ozhatay & F. Kollmann

A. stearnianum subsp. 16 Ozhatay, 1993

stearnianum

A. stellatum Nutt. ex Ker 14 Love e Love, 1981; Ohri et al.,

Gawl. 1998; Ohri e Pistrick, 2001

A. stellerianum Willd. 16, 32 Jacobsen e Ownbey, 1977; Vosa,
1977; Frizen, 1983; Kalkman,
1984; Friesen, 1986; Friesen,
1988; Stepanov, 1994a

A. stenopetalum Boiss. & Ky. 16 Koyuncu e Ozhatay, 1983

A. stipitatum Regel 16 Vosa, 1977; Kaul, 1981a;

Pogosian, 1983; Astanova, 1984;
Fritsch e Astanova, 1998; Ohri et
al., 1998; Ohri e Pistrick, 2001
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Mitose (2n)

Referéncias

Allium stracheyi Baker 8

A. strictum Schrad. 1611

A. struzlianum Ogan.

A. stylosum O. Schwarz

A. suaveolens Jacq.

A. subhirsutum L. 7

A. subhirsutum subsp.
subhirsutum

A. subtilissimum Ledeb.

A. subvillosum Salzm. ex
Schult.

A. suworowii Regel

A. synnotii G.Don 40

16, 16+1B

16, 28, 32, 40,
48

16

16

16

14, 28, 32

14

16

21, 28

16

64, 80

Mehra e Pandita, 1978; Jee et al.,
1989; Pogosian, 1981

Krogulevich, 1971; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Vosa, 1977
Vakhtina e Kudrjaschova, 1980;
Gritsenko e Gurzenkov, 1983;
Kalkman, 1984; Ward, 1984;
Friesen, 1988; Friesen, 1986;
Lavrenko et al., 1989; Zakirova e
Nafanailova, 1992; Tolgor et al.,
1993; Stepanov, 1994a; Tolgor e
Xu, 1994; Yan et al., 1999; Dal
Vesco, 2003; Castro, 2005;
Kwon, 2005

Oganesyan,1999

Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996

Alden, 1976; Marcucci e
Tornadore, 1999; Gregor e Hand,
2006; Lippert, 2006

Ruiz-Rejon e Sanudo, 1976; Badr
e Elkington, 1977; Jacobsen e
Ownbey, 1977; Capineri et al.,
1978; Bartolo et al., 1981; Strid e
Franzen, 1981; Johnson, 1982;
Ward, 1984; Montmollin, 1986;
Tzanoudakis e Vosa, 1988;
Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Lovka, 1995; De Sarker et
al., 1997; Brullo et al., 1997; Ohri
e Pistrick, 2001

Laan, 1979

Vakhtina e Kudrjaschova, 1981

Pastor, 1982; Laan, 1979;
Jamilena et al., 1990; Dalgaard,
1991; Ohri et al., 1998; Ohri e
Pistrick, 2001

Pogosian e Seisums, 1992; Fritsch
e Astanova, 1998

De Sarker et al., 1997
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium szovitsii Regel 16, 48, 56 Magulaev, 1976; Pogosian, 1983;
Ozhatay, 1993; Gagnidze, 2006;
Gagnidze, 2006a
A. taeniopetalum M. Pop. & 16 Fritsch e Astanova, 1998
Vved.
A. talassicum Regel 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1981
A. tanguticum Regel 32 Jacobsen e Ownbey, 1977
A. taquetii H.Lév. 16 Choi, 2003
A. tardans Greuter & Zahar. 16 Phitos e Kamari, 1984
A. tashkenticum F.O.Khass. & 16 Fritsch e Astanova, 1998
R.M.Fritsch
A. tataricum L. f. 32 Vosa, 1977
A. tchihatschewii Boiss. 16 Ozhatay, 1993
A. tenuiflorum Ten. 16, 40 Vosa, 1976; Marcucci e
Tornadore, 1994
A. tenuissimum L. 16, 32 Rickards, 1977; Frizen, 1983;
Kalkman, 1984; Friesen, 1988;
Yan et al., 1989; Tolgor et al.,
1993; Tolgor e Xu, 1994; Zhang,
1994; Yan et al., 1999; Ohri et al.,
1998; Yan et al., 2001; Ohri e
Pistrick, 2001
A. textile A.Nelson & 14, 28 Love e Love, 1981; Khaleel e
J.F.Macbr. Mitchell, 1982; Chinnappa e
Basappa, 1986; Cai e Chinnappa,
1987
A. thunbergii G. Don 16, 32, 32+0-  Jacobsen e Ownbey, 1977; Noda,
3B 1980; Dayesm, 1983; Seo et al.,
1989; Tolgor e Zhao, 1991; Ohri e
Pistrick, 2001; Choi. 2006
A. thunbergii var. deltoides 16 Seo et al., 1989; Choi, 2003
(S.0.Yu,S. Lee & W. Lee)
H.J.Choi & B.U. Oh
A. thunbergii var. teretifolium 16, 17 Choi, 2004
H.J.Choi & B.U. Oh
A. thunbergii var. thunbergii 16 Choi, 2003
A. tianschanicum Rupr. 16 Zakirova e Nafanailova, 1990
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Allium togashii H.Hara 8 16 Nishitani e Yabuno, 1986
A. trachycoleum Wendelbo 32,48 Johnson e Ozhatay, 1996;
Ozhatay e Johnson, 1996
A. trachyscordum Vved. 16 Vakhtina e Kudrjaschova, 1980
A. trautvetteranum Regel 16 Pogosian e Seisums, 1992; Fritsch
e Astanova, 1998
A. tribracteatum Torr. 7 Majovsky e Murin, 1985
A. tricoccum Aiton 8 16 Jones, 1979; Cai e Chinnappa,
1987; Weislo, 1987; Gervais,
2000
A. tricoccum var. burdickii 8 16 Jones, 1979
Hanes
A. trifoliatum Cirilo 14,21 Badr e Elkington, 1977; Miceli et
al., 1981; Miceli et al., 1984;
Tzanoudakis e Vosa, 1988;
Karavokyrou e  Tzanoudakis,
1991; Brullo et al., 1997,
Tzanoudakis, 1999; Vogt e
Aparicio, 1999
A. trifoliatum subsp. 21 Badr e Elkington, 1977; Bartolo
trifoliatum etal., 1981
A. trifurcatum (F.T. Wang & 16 Huang et al., 1995; Hongguan,
T. Tang) J.M. Xu 2005
A. tripedale Trautv. 18 Pogosian, 1981
A. triquetrum L. 9 18, 27 Ruiz-Rejon e Sanudo, 1976;
Elkington, 1977; Rickards, 1977;
Badr e Balog, 1979; Balog,
1979a; Laan, 1979; Leal Perez-
chao et al., 1980; Balog, 1982;
Balog, 1982a; Pastor, 1982; Ryan,
1983; Balog, 1984; Ward, 1984;
Ohri e Pistrick, 2001
A. tschimganicum B.Fedtsch 16 Fritsch e Astanova, 1998
A. tuberosum Rottler ex 8-33, 31(irr), 9,11,16,21-  Kim, 1974; Mehra e Sachdeva,
Spreng. 32(irr), 32,33,62,64  1976; Jacobsen e Ownbey, 1977;
41v+8ll, 81v- Seo, 1977; Gohil e Koul, 1978;
321, 3211

Mehra e Pandita, 1979; Banerjee,
1980; Roy, 1980; Pogosian, 1981,
Kaul, 1981a; Gohil e Koul, 1983;
Li et al.,, 1985; Huang et al.,
1985; Xu et al., 1985; Zou e Jia,
1985; Li, 1989; Nanuscyan e
Polyakov, 1989;  Ohi, 1990;
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium tuberosum Rottler ex Kojim et al., 1991; Rao et al.,
Spreng. 1992 ; Shang et al., 1997; Yang et
al., 1998; Zhang et al., 1998; Yan
et al., 1999; Talukder e Sem,
2000; Ohri e Pistrick, 2001,
Sharma e Gohil, 2004
A. tubiflorum Rendle 16, 32 Lietal., 1996; Shang et al., 1997;
Zhang et al., 2002
A. tulipifolium Ledeb. 16, Vosa, 1977; Friesen, 1986;
16+0-1B Friesen, 1988; Pogosian e
Seisums, 1992
A. tuncelianum (Kollmann) 16 Siraneci, 1992; De Sarker et al.,
Ozhatay, B.Mathew & 1997
Siraneci
A. tuolumnense (Ownbey & 7 Denison e McNeal, 1989
Aase ex Traub) S.S. Denison
& McNeal
A. turcicum Ozhatay & 16, 17 Johnson, 1994
Cowley
A. turcomanicum Regel 16 Vakhtina, 1985
A. tuvinicum N.V.Friesen 16, 32 Friesen, 1991; Ohri e Pistrick,
2001
A. tytthocephalum Schult. & 32 Friesen, 1986; Friesen, 1988
Schult. f.
A. ubsicolum Regel “ndo 32 Friesen, 1986; Friesen, 1988
resolvido”
A.umbilicatum Boiss. 16, 24 Kaul, 1981a; Pogosian, 1997
A. unifolium Kellogg 14 Badr e Elkington, 1984; Ohri e
Pistrick, 2001
A. ursinum L. 7 14,16 Sopova, 1972; Gagnidze e

Chkheidze, 1975; Hindakova,
1976; Magulaev, 1976; Jacobsen
e Ownbey, 1977; Capineri et al.,
1978; Pastor, 1982; Speta, 1984;
Ward, 1984; Loidl, 1984;
Tzanoudakis e Vosa, 1988; Li,
1989; Soliman, 1990; Magulaev,
1992; Meésicek e Javirkova-
Jarolimova, 1992; Wetschnig,
1992; Lovka, 1995; Borzatti e
Garbari, 1999; Murin et al., 1999;
Niklas, 2000; Waldherr, 2000;
Ohri e Pistrick, 2001




Tabela 2 (Cont.)

Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Allium valdesianum Brullo, 16 Brullo et al., 1996
Pavone & Salmeri
A. validum S.Watson 56 Ohri e Pistrick, 2001
A. vavilovii M.Pop. & Vved. 16 Bochantseva, 1972; Vosa, 1977;
Pogosian, 1983
A. verticillatum (Regel) Regel 16 Vakhtina, 1985; Zakirova e
Nafanailova, 1988; Ohri et al.,
1998; Fritsch e Astanova, 1998;
Ohri e Pistrick, 2001
A. victorialis L. 8 16, 24, 32 Lee, 1967; Sharma, 1970;
Mizianty e Frey, 1973;
Kartashova et al., 1974a;
Kartashova et al., 1974b; Belaeva
e Siplivinsky, 1975; Krogulevich,
1976; Magulaev, 1976; Mehra e
Sachdeva, 1976; Khaleel, 1978;
Mehra e Pandita, 1978;
Malakhova et al., 1979; Pandita,
1979; Valdes-Bermejo, 1980;
Belaeva e Siplivinsky, 1981;
Pogosian, 1981; Micieta, 1981,
Pastor, 1982; Frizen, 1983,
Pogosian, 1983; Kalkman, 1984;
Hong e Zhu, 1987; Wetschnig,
1992; Tolgor et al., 1993; Jing et
al., 1999; Kirschner e Tépanek,
1992; Yan et al., 1999; Garcia-
Martinez, 2001
A. vineale L. 16, 16+2B, Sopova, 1972; Marchi et al.,
23+1B, 32, 1974; Speta, 1974; Hindakova,
32+2-4B, 40, 1976; Loon-Van e Oudemans,
48 1976; Magulaev, 1976; Ruiz-

Rejon, 1976; Natarajan, 1977;
Scrugli e Bocchieri, 1977; Vosa,
1977, Natarajan, 1978;
Cheshmedjiev, 1979; Laan, 1979;
Van-Loon e Snelders, 1979;
Ferndndez Casas et al., 1980;
Pastor, 1982; Pogosian, 1983;
Speta, 1984; Tzanoudakis, 1985;
Laane e Lie, 1985; Ward, 1984;
Galland, 1988; Ozhatay, 1990;
Pogosian, 1991; Kirschner e
Tépanek, 1992; Mésicek, 1992;
Wetschnig, 1992; Lovka, 1995;
Joachimiak et al., 1994; Johnson e
Ozhatay, 1996; De Sarker et al.,
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Allium vineale L 1997; Johnson e Brandham, 1997;

Borzatti e Garbari, 1999; Lovkvist
e Hultgard, 1999; Murin et al.,
1999; Ozhatay, 1993; Johnson e
Ozhatay, 1996; Astrom e
Haeggstrom, 2003; Lippert, 2006

A. virgunculae Maek. & 16 Dubouzet et al., 1993

Kitam.

A. viridiflorum Pobed. 16 Pogosian e Seisums, 1992

A. vodopjanovae N.V.Friesen 16, Friesen, 1986; Friesen, 1988;

16+0-2B Friesen, 1991; Stepanov, 1994a

A. wedenskyanum Pavlov 16 Pogosian e Seisums, 1992

A. wallichii Kunth 14, 28, 48 Sharma, 1970; Huang et al., 1995;
Ohri et al., 1998; Ohri e Pistrick,
2001; Hongguan, 2005

A. wallichii var. platyphyllum 14 Huang et al., 1995; Hongguan,

(Diels) J.M. Xu 2005

A. wendelboanum Kollmann 16 Ozhatay, 1993

A. wiedemannianum Regel 16 Tanker e Kurucu, 1979

A. willeanum Holmboe 16 Tzanoudakis, 1999

A. winklerianum Regel 16 Jacobsen e Ownbey, 1977; Fritsch
e Astanova, 1998

A. woronowii Miscz. ex 16 Pogosian, 1981; Pogosian, 1983

Grossh.

A. xanthicum subsp. 16 Majovsky e Murin, 1985

pseudoleucum (Schur)

Majovsky

A. xiangchengense J.M.Xu 22 Huang et al., 1995

A. yosemitense Eastw. 7 Majovsky e Murin, 1985

A. zebdanense Boiss & Noe 18 Badr e Elkington, 1977; Ozhatay,
1993; Ohri e Pistrick, 2001

A. zergericum Khass. & R.M. 16 Fritsch e Astanova, 1998

Fritsch

Amaryllis L. (x = 11)

A. aglaiae (A.Cast.) Hunz. & 22 Flory e Coulthard, 1981

A.A.Cocucci
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Amaryllis atibaia “nome nao 24 Flory e Coulthard, 1981
resolvido”
A. belladonna L. 22,33,44 Flory, 1976; Guha, 1979; Flory e
Coulthard, 1981; Arohonka, 1982;
Lakshmi e Murthy, 1984; Naranjo
e Poggio, 1988; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Brandham e
Bhandol, 1997; Zemskova e
Sveshnikova, 1999
A. mini-stenopetala x fosteri 22 Flory e Coulthard, 1981
“nome nao resolvido”
A. neoleopoldii Cardenas 22 Flory e Coulthard, 1981
“nome nao resolvido”
Ammocharis Herb. (x = 11)
A. longifolia (L.) Herb. 22 Fiskesjo, 1975; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Zemskova e
Sveshnikova, 1999
A. tinneana (Kotschy & Peyr.) 22 Auquier e Renard, 1975
Milne-Redh. & Schweick.
Calicharis Meerow (x = 23)
C. x butcheri (Traub) Meerow 46 Meerow, 1987
Chlidanthus Herb. (x = 23)
C. fragrans Herb. 54 Zemskova e Sveshnikova, 1999
Clivia Lindl. (x = 11)
C. cyrtantiflora Wittm. “ndo 22 Sveshnikova e Zemskova, 1988
resolvido”
C. caulenscens R.A.Dyer 22 Ran et al., 1999
C. gardenii Hook. 22 Ran et al., 1999
C. miniata Regel 22 Nandi, 1973; Niu et al., 1986;
Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Ran et al., 1999; Chen et al., 2003
C. mirabilis Rourke 22 Murray et al., 2011
C. nobilis Lindl. 22 Sveshnikova e Zemskova, 1988;
He e Deng, 1989; Ran et al.,
1999; Chen et al., 2003
C. robusta B.G.Murray et al. 22,48 Sveshnikova e Zemskova, 1988;

Crinum L. (x =11)

Murray, 2004
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Crinum abyssinicum Hochst. ex 22 Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Roxb. Zemskova e Sveshnikova, 1999
C. x amabile Donn ex Ker 22 Jee e Vijayavalli, 1997
Gawl.
C. americanum L. 22 Roy, 1978; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Zemskova e
Sveshnikova, 1999
C. amoenum Ker Gawl. ex 22 Adaniya et al., 1978
Roxb.
C. angustum Roxb. “nome nio 21, 22, 33 Mehra e Sachdeva, 1976; Jee e

resolvido”

C. asiaticum L. 22, 33

C. asiaticum var. asiaticum 22

C. asiaticum var. japonicum 22,
Baker 22+0-6B, 33
C. asiaticum var. 22

pedunculatum
C. brachynema Herb. 22

C. bulbispermum (Burm. f.) 22,24
Milne-Redh. & Schweick.

C. campanulatum Herb. 22
C. erubescens L.f ex Aiton 22,70
C. flaccidum Herb. 22,44
C. glaucum A. Chev. 22
C. humile Herb. 22
C. jagus (Thompson) Dandy 22,33

Vijayavalli, 1997

Roy, 1978; Vij et al., 1982;
Guerra, 1986; Sinha e Roy, 1986;
Vijayavalli e Mathew, 1990;
Vijayavalli e Mathew, 1992; Jee e
Vijayavalli, 1997; Ahmed et al.,
2004; Sikhruadong et al., 2009

Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

Lee, 1967; Fiskesjo, 1975;
Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

Lekhak e Yadav, 2011

Jee e  Vijayavalli, 1997;
Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999
Roy, 1978

Roy, 1978; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Pedrosa, 1999;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

Sveshnikova e Zemskova, 1988

Kammacher e Ake-Assi, 1975;
Wahlstrom e Laane, 1979

Roy, 1978

Kammacher e Ake-Assi, 1975;
Goto, 1977; Wahlstrom e Laane,
1979; Nandi, 1985; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Raymundez et
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Crinum jagus (Thompson) Dandy al., 1993; Vijayavalli e Mathew,
1990; Vijayavalli e Mathew,
1992; Jee e Vijayavalli, 1997
C. kirkii Baker 22 Roy, 1978; Nordal e Wahlstrom,
1982
C. kunthianum M. Roem. 22 Roy, 1978
C. latifolium L. 22, 33 Khoshoo e Raina, 1967; Adaniya
et al., 1978; Roy, 1978; Sinha e
Roy, 1986; Ge et al., 1988; Jee e
Vijayavalli, 1997; Saran et al.,
1998
C. lineare L.f. 22 Roy, 1978
C. lorifolium Roxb. 22 Alam et al., 1998
C. lugardiae N.E.Br. 44 Roy, 1978
C. macowanii Baker 22,33+2-3B, Nordal et al., 1977; Wahlstrom e
44, 44+3B Laane, 1979
C. moorei Hook.f. 11 20-22, 25, 32, Roy, 1978; Lakshmi, 1980; Sinha
33+1fragm. e Roy, 1986; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Vijayavalli e
Mathew, 1992; Jee e Vijayavalli,
1997; Lakshmi, 1980; Zemskova
e Sveshnikova, 1999
C. natans Baker 22 Kammacher e Ake-Assi, 1975;
Wahlstrom e Laane, 1979
C. ornatum (Aiton) Herb. 22,24 Kammacher e Ake-Assi, 1975;
Roy, 1978; Ugborogho, 1983;
Nandi, 1985
C. papillosum Nordal 22 Nordal et al., 1977
C. politifolium R.Wahlstr. 30 Nordal e Wahlstrom, 1982
C. x powellii hort. ex Baker 22 Jee e Vijayavalli, 1997
“nome ndo resolvido”
C. purpurascens Herb. 22 Kammacher e Ake-Assi, 1975;
Wahlstrom e Laane, 1979
C. stenophyllum Baker 22 Zaman et al., 1977
C. stuhlmannii Baker 22 Nordal et al., 1977; Fici et al.,

1988
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Crinum viviparum (Lam.) 19, 20, 20+1B, Roy, 1978; Subramanian, 1979;
R.Ansari & V.J.Nair 21, 22,24,30, Jee e Vijayavalli, 1997; Alam et
50, 60 al., 1998; Mehta e Kumar, 2012
C. woodrowii Baker 44 Lekhak e Yadav, 2011
C. zeylanicum (L.) L. 22, 30, 33 Wabhlstrom e Laane, 1979; Nordal
et al., 1977; Roy, 1978; Patwary e
Zaman, 1981; Nordal e
Wahlstrom, 1982
Cyrtanthus Aiton (x = 8)
C. angustifolius (L.f.) Aiton 16 Flory, 1955
C. brachyscyphus Baker 17 Wilsenachr, 1963; Ising, 1966;
Ising, 1968; Ising, 1970; Taylor,
1925, Ising, 1962; Sinha, 1964
C. breviflorus Harv. 16, 32 Gouws, 1949; Ising, 1968
C. carneus Lindl. 16 Wilsenachr, 1963
C. clavatus (L'Hér.) R.A.Dyer 16 Ising, 1970
C. contractus N.E.Br. 16 Wilsenachr, 1963; Ising, 1970
C. elatus (Jacq.) Traub 16 Zemskova e Sveshnikova, 1999
C. epiphyticus J.M.Wood 16 Ising, 1970
C. erubescens Killick 16 Wilsenachr, 1963; Ising, 1970
C. eucallus R.A.Dyer 16 Ising, 1970
C. falcatus R.A.Dyer 16 Ising, 1962
C. flanagani Baker 16 Ising, 1970
C. galpinii Baker 16 Wilsenachr, 1963; Ising, 1970
C. helictus Lehm. 16 Wilsenachr, 1963
C. huttoni Baker 16 Wilsenachr, 1963; Ising, 1970
C. herrei (F.M.Leight.) 16 Wilsenachr, 1963; Ising, 1970
R.A.Dyer
C. loddigesianus (Herb.) 16 Zemskova e Sveshnikova, 1999
R.A.Dyer
C. mackenii Hook. f. 16 Flory, 1955; lIsing, 1962; Ising,

1968; Nandi, 1973;
Venkateswarlu e Lakshmi, 1976;
Lakshmi, 1980
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Cyrtanthus mackenii var. cooperi 16 Tjioj e Levana, 1950; Ising, 1962;
(Baker) R.A.Dyer Wilsenachr, 1963; Ising, 1968
C. obliquus (L.f.) Aiton 14, 16, 22 Sato, 1938; Ising, 1962;
Wilsenachr, 1963; Sinha, 1964;
Bose, 1965
C. obrienii Baker 16 Flory, 1955; Ising, 1970
C. ochroleucus (Herb.) Burch. 16 Wilsenachr, 1963; Zemskova e
ex Steud. Sveshnikova, 1999
C. rotundilobus N.E.BR. 16 Ising, 1970
C. sanguineus (Lindl.) Walp. 16 Flory, 1955; Mookerieaa, 1955;
Ising, 1962; Wilsenachr, 1963,
Bose, 1965; Nandi, 1973
C. smithiae Watt ex Harv. 16 Wilsenachr, 1963
C. staadensis Schdnland 16 Ising, 1970
C. stenanthus Baker 16 Ising, 1970
C. thorncroftii C.H.Wright 16 Wilsenachr, 1963
C. tuckii Baker 16 Gouws, 1949; Sinha, 1964; Ising,
1970
Eithea Ravenna (x = 10)
E. blumenavia (K. Koch & 20 Arohonka, 1982
Bouche ex Carrére) Ravenna
Eucharis Planch. & Linden (x =
23)
E. amazbnica Linden ex 68 Meerow, 1987
Planch.
E. astrophiala (Ravenna) 46 Meerow, 1987
Ravenna
E. bakeriana N. E. Brown 46 Meerow, 1987
E. bonplandii (Kunth) Traub 92 Meerow, 1987
E. bouchei var. bouchei. 92 Meerow, 1987
E. bouchei var. dressleri 46, 92 Meerow, 1987
Meerow
E. caucana Meerow 138 Meerow, 1989
E. x grandiflora Planch. & 66, 69 Vijayavalli e Mathew, 1990;

Linden

Zemskova e Sveshnikova, 1999
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Eucharis moorei (Baker) Meerow 46 Meerow, 1987
E. plicata subsp. plicata. 46 Meerow, 1987
E. plicata subsp. brevidentata 46 Meerow, 1987
Meerow
E. ulei Kraenzl. Meerow, 1987
Eucrosia Ker Gawl. (x = 23)
E. dodsonii Meerow & 46 Meerow e Dehgan, 1985
Dehgan
Galanthus L. (x = 12)
G. alpinus Sosn. 24, Sato, 1988; Pogosian, 1997
24+0-2B, 36  Gabrielian et al., 2002, Efimov,
2005
G. alpinus var. alpinus Sosn. 24, Sato, 1988 ; Efimov, 2005
24+0-2B
G. angustifolius (G. Koss) 24 Sato, 1988
Artjush.
G. cilicicus Baker 24, 36 Kamari, 1982; Kaul, 1981a
G. elwesii Hook. f. 24, 48 Sato, 1937; Kaul, 1981a;
Raamsdonk, 1982; Kamari, 1982;
Sveshnikova e  Krichfalushij,
1985
G. elwesii var. elwesii 24+0-2B Papanicolaou e Kokkini, 1983
G. fosteri Baker 24 Kandemir, 2010
G. gracilis Celak. 24 Papanicolaou e Kokkini, 1983
G. ikariae Baker 24 Kamari, 1982; Raamsdonk, 1982;
Kaul, 1981a
G. krasnovii Khokhr. 24 Sato, 1988
G. lagodechianus Kemularia- 72 Sato, 1988; Gabrielian et al., 2002
Natadze
G. nivalis L. 24, Sato, 1937; Uhrikova, 1974;
24+1-10B Miceli e  Garbari, 1976;

Javurkova, 1980; Micieta, 1981;
Papanicolaou e Kokkini, 1983;
Krichfalushij, 1985; Sato, 1988;
Sveshnikova e Krichphalushi,
1989; Sveshnikova, 1991;
Druskovic e Lovka, 1995; Dalgic
e Basak, 1996; D’amato e
Bianchi, 1999
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Galanthus platyphyllus Traub & 24 Sato, 1988
Mold.
G. plicatus M. Bieb. 24, Sveshnikova e  Krichfalushij,
24+1-2B 1985
G. reginae-olgae Orph. 24, Colombo et al., 1979; Kamari,
24+0-4B 1982
G. reginae-olgae subsp. 24+0-3B Kaul, 1981a; Kamari, 1982
reginae-olgae
G. reginae-olgae subsp. 24+4B Kaul, 1981a; Kamari, 1982
vernalis Kamari
G. rizehensis Stern 26 Senel et al., 2002
G. transcaucasicus Fomin 24,72 Pogosian, 1997; Gabrielian et al.,
2002
G. woronowii Losinsk. 24, Sveshnikova e  Krichfalushij,
24+0-5B 1985; Sato, 1988
Griffinia Ker Gawl. (x = 10)
G. aracensis Ravenna 20 Meerow et al., 2002
G.espiritensis Ravenna 20 Meerow et al., 2002
G. hyacinthina (Ker Gawl.) 20 Meerow et al., 2002
Ker Gawl.
Habranthus Herb. (x =6, 7, 9, 11,
13, 15)
H. brachyandrus (Baker) 12 Zemskova e Sveshnikova, 1999;

Sealy

H. itaobinus Ravenna

H. jamesoni (Baker) Ravenna
H. longifolius (Hemsl.) Flagg
H. martinezii Ravenna

H. robustus Herb. ex Sweet

44+1B, 44+3B

14

24, 44-50

12

12, 48

Felix et al., 2011; Felix et al.,
2011a
Felix et al., 2011; Felix et al.,

2011a

Naranjo, 1974; Di Fulvio, 1986
Flory, 1940; Coe, 1954

Flory e Smith, 1980

Nandi, 1973; Matsuzawa e
Hinata, 1975; Flory e Smith,
1980; Sveshnikova e Zemskova,
1988; Zemskova e Sveshnikova,
1999

90



Tabela 2 (Cont.)

Taxon Mitose (2n) Referéncias
Habranthus teretifolius (C.H. Wrigt 14 Naranjo, 1974
Traub & Moldenke
H. tubispathus (L’Hér.) Traub 21, 24,48 Sato, 1938; Lakshmi, 1980; Joshi
e Ranjekar, 1982; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Zemskova e
Sveshnikova, 1999
Haemanthus L. (x = 8)
H. albiflorus Jacq. “nome néo 16 Sveshnikova e Zemskova, 1988
resolvido”
H. albiflos Jacq. 16 Vosa e Marchi, 1980; Vosa, 1984;
Zemskova e Sveshnikova, 1999
H. amarylloides subsp. 16 Vosa, 1984
amarylloides
H. amarylloides subsp. 16 Vosa, 1984
polyanthus Snijman
H. amarylloides subsp. 16 Vosa, 1984
toximontanus Snijman
H. barkerae Snijman 16 Vosa, 1984
H. canaliculatus Levyns 16 Muller-Doblies e Muller-Doblies,
1975; Vosa, 1984
H. carneus Gawl. 16 Vosa e Marchi, 1980
H. coccineus L. 16 Vosa e Marchi, 1980; Vosa, 1984;
Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999
H. crispus Snijman 16 Vosa, 1984
H. graniticus Snijman 16 Vosa, 1984
H. humilis subsp. humilis 16 Vosa, 1984
H. humilis subsp. hirsutus 16 Vosa e Marchi, 1980; Vosa, 1984
(Baker) Snijman
H. lanceifolius Jacq. 16 Vosa, 1984
H. montanus subsp. hirsutus 16 Vosa, 1984
(Baker) Snijman
H. namaquensis R.A.Dyer 16 Vosa, 1984
H. pubescens L.f. 16 Vosa e Marchi, 1980
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Haemanthus pubescens subsp. 16 Vosa, 1984
arenicola Snijman
H. pubescens subsp. leipoldtii 16 Vosa, 1984
Snijman
H. pubescens subsp. 16 Vosa, 1984
pubescens
H. pumilio Jacq. 16 Vosa, 1984
H. sanguineus Jacq. 16 Vosa e Marchi, 1980; Vosa, 1984
H. unifoliatus Snijman 16 Vosa, 1984
Hessea Herb. (x = 11)
H. breviflora Herb. 22, Snijman, 1994
22+1-3B, 23,
24,25
H. pilosula D. Mull.-Doblies 22 Snijman, 1994
& U. Mull.-Doblies
H. speciosa Snijman 22 Snijman, 1992
H. stellaris (Jacg.) Herb. 22 Snijman, 1994
H. stenosiphon (Snijman) 22 Sveshnikova, 1991
D.Mill..-Doblies & U.Miill.-
Doblies
Hieronymiella Pax (x = 23)
H. pamiana (Stapf) Hunz. 54 Di Fulvio, 1975
Hippeastrum Herb. (x = 11)
H. argentinum (Pax) Hunz. 22,33 Naranjo e Andrada, 1975; Flory e
Coulthard, 1981; Arroyo, 1982
H. aulicum (Ker Gawl.) Herb. 22,44 Arroyo, 1982; Sveshnikova e
Zemskova, 1988; Brandham e
Bhandol, 1997
H. brasilianum (Traub & 22 Williams, 1982
L.J.Doran) Dutilh
H. caupolicanenses 22,42 Flory e Smith, 1976; Bapat e
(Cérdenas) Van Scheepen Narayanaswamy, 1976
H. correiense (Bury) Worsley 22 Williams, 1982
H. cybister (Herb.) Benth. & 22 Flory e Coulthard, 1981;

Hook. f.

Brandham e Bhandol, 1997
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Referéncias

Hippeastrum elegans (Spreng.)
H.E.Moore

H. escobaruriae (Cardenas)
Van Scheepen

H. evansiae Traub & I. S.

H. forgetii Worsley

H. fragmatissimum (Cardenas)

Meerow
H. fuscum Kraenzl.

H. iguazuanum (Ravenna)
T.R. Dudley & M. Williams

H. leopoldii T. Moore

H. machupijchense (Vargas)
D.R. Hunt

H. miniatum (Ruiz & Pav.)
Herb.

H. morelianum Lem.

H. nelsonii (Cérdenas) Van
Scheepen

H. papilio (Ravenna) Van
Scheepen

H. pardinum (Hooker f.)
Dombrain

H. parodii Hunz. &
A.A.Cocucci

H. petiolatum Pax

H. psittacinum (Ker Gawl.)
Herb.

H. puniceum (Lam.) Kuntze
H. aff. puniceum Herb

H. reginae (L.) Herb.

22

22

22

22, 22+1B

22

22

24

22,24

22

22

24

22

22

22

22

44

22

22

33

22,44

Williams, 1982

Flory e Coulthard, 1981

Flory e Coulthard, 1981;
Sveshnikova e Zemskova, 1988;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

Arroyo, 1982; Brandham e
Bhandol, 1997

Flory e Coulthard, 1981

Flory e Coulthard, 1981

Williams e Dudley, 1984

Jee et al., 1995

Arohonka, 1982

Flory e Coulthard, 1981

Flory, 1980; Flory e Coulthard,
1981

Flory e Coulthard, 1981

Flory e Coulthard, 1981

Brandham e Bhandol, 1997

Naranjo e Poggio, 1988

Naranjo e Andrada, 1975

Arroyo, 1982; Williams, 1982;
Guerra, 1986; Dutilh, 1989

Brandham e Bhandol, 1997
Beltrdo e Guerra, 1990

Arroyo, 1982; Jee et al., 1995;
Brandham e Bhandol, 1997
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Hippeastrum reticulatum (L"Hér.) 11 20, 22 Lakshmi, 1980; Sveshnikova e
Herb. Zemskova, 1988; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Jee et al., 1995;
Zemskova e Sveshnikova, 1999
H. starkiorum (I.S.Nelson & 44 Williams, 1982
Traub) Van Scheepen
H. striatum (Lam.) H.E.Moore 22,33,44,55 Naranjo e Andrada, 1975; Flory e
Coulthard, 1981; Arroyo, 1982
H. stylosum Herb. 33 Lakshmi e Murthy, 1980
H. traubii (Moldenke) 22 Williams, 1982
H.E.Moore
H. vittatum (L'Hér.) Herb. 22,24,41,43, Naranjo e Andrada, 1975; Flory e
44, 45, 46 Coulthard, 1981; Sveshnikova e

H. vittatum (L'Hér.) Herb.

Hymenocallis Salisb. (x = 23)

H. acutifolia (Herb. ex Sims) 46
Sweet

H. arenicola Northr. 44, 48, 50
H. caribaea (L.) Herb. 46

H. choctawensis Traub 44

H. choretis Hemsl. 42

H. coronaria (J. Le Conte) 44
Kunth

H. crassifolia Herb. 40

H. daphe Herb. “nome néo 42, 44, 46

resolvido”

H. glauca (Zucc.) M.Roem. 84, 86, 92

H. graminifolia Greenm. 60

H. harrisiana Herb. 74,76, 79, 84,
86, 88

Zemskova, 1988; Vijayavalli e
Mathew,

1990; Jee et al., 1995; Zemskova
e Sveshnikova, 1999; Chen et al.,
2003

Fiskesjo, 1975; Flory, 1976

Flory, 1976; Zemskova e
Sveshnikova, 1999

Flory, 1976

Smith e Garland, 1996

Flory, 1976

Flory, 1976; Soliman, 1990

Fiskesjo, 1975; Flory, 1976

Vijayavalli e Mathew, 1990; Jee e
Vijayavalli, 1999

Flory, 1976
Flory, 1976
Flory, 1976; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Jee e Vijayavalli,

1999; Zemskova e Sveshnikova,
1999
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Hymenocallis henryae Traub 38 Fiskesjo, 1975; Flory, 1976;
Smith e Flory, 1990; Smith e
Henry, 1999
H. jaliscensis M.E.Jones 88 Flory, 1976
H. latifolia (Mill.) M. Roem. 46, 47,48, 70  Fiskesjo, 1975; Flory, 1976
H. liriosme (Raf.) Shinners 40, 42 Flory, 1976
H. littoralis (Jacq.) Salisb. 23 44, 46, 48,49, Flory, 1976; Mehra e Sachdeva,
66, 68, 69 1976; Lakshmi, 1978; Nandi,
1985; Vijayavalli e Mathew,
1990; Jee e Vijayavalli, 1999
H. occidentalis (J. Le Conte) 34, 46 Flory, 1976; Jee e Vijayavalli,
Kunth 1999
H. palmeri S. Watson 48 Fiskesjo, 1975
H. puntagordensis Traub 46 Flory, 1976; Smith e Garland,
1996
H. rotata (Ker Gawl.) Herb. 40, 44, 46,48  Fiskesjo, 1975; Flory, 1976;
Vijayavalli e Mathew, 1990; Jee e
Vijayavalli, 1999
H. sonorensis Standl. 48 Flory, 1976
H. speciosa (L.f. ex Salisbh.) 54, 98 Flory, 1976; Jee e Vijayavalli,
Salish. 1999
Ismene Salisb. (x = 23)
I. longipetala (Lindl.) Meerow 50 Flory, 1976
I. narcissiflora (Jacqg.) 44,104-110  Flory, 1976; Zemskova e
M.Roem Sveshnikova, 1999
I. pedunculata Herb. 104-110 Flory, 1976
Lapiedra Lag. (x=7,8,9, 11)
L. martinezii Lag. 22 Ruiz-Rejon e Sanudo, 1976;
Valdes-Bermejo e Garcia, 1976
Leucocoryne Lindl. (x =5, 9)
L. alliacea Lindl. 10 Jara-Arancio, 2012
L. angustipetala Gay 10 Jara-Arancio, 2012
L. coquimbensis F.Phil. ex 16 Araneda, 2004; Jara-Arancio,
Phil. 2012
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Leucocoryne ixioides (Sims) Lindl. 18 Araneda, 2004; Jara-Arancio,
2012
L. odorata (L. foetida) 10 Jara-Arancio, 2012
L. narcissoides Phil. 18 Araneda, 2004; Jara-Arancio,
2012
L. purpurea G. Gay 18 Araneda, 2004; Jara-Arancio,
2012
L. talinensis Mansur & Cisternas 18 Jara-Arancio, 2012
L. violascecens Phil. 18 Jara-Arancio, 2012
Leucojum L. (x=7,8,9, 11)
L. aestivum L. 20, 22,24 Uhrikova, 1976; Krichfalushij,
1985; Sveshnikova e Montmollin,
1986; Sato, 1988; Mésicek, 1992;
Druskovic e Lovka, 1995; Dalgic
e Basak, 1996; Dobea et al.,,
1997; Bareka et al., 1998;
D’amato e Bianchi, 1999;
Marcucci e Tornadore, 1999;
Senel et al., 2002; Bareka et al.,
2003
L. vernum L. 20 Uhrikova, 1978; Krichfalushij,
1985; Sato, 1988; Sveshnikova e
Krichphalushi, 1989; Druskovic e
Lovka, 1995; Dobea et al., 1997;
Mraz, 2005
L. vernum var. carpaticum Sweet 20 Murin, 1992
Lycoris Herb. (x = 11)
L. aff. albiflora Koidz. 17,18, 19 Nishikawa et al., 1979; Tae et al.,
1987; Liu e uruta et al., 1989; Xu,
1990; Kurita e Hsu, 1996; FSun et
al., 1998
L. anhuiensis Y. Xu & G.J. Fan 16 Ke et al., 1998
L. aurea (L'Hér.) Herb. 6 12, 13, 14,16, Khaleel, 1978; Tae et al., 1987;
22 Sato, 1988; Sveshnikova e

Zemskova, 1988; Furuta et al.,
1989; Nishikawa et al., 1979;
Ueno et al., 1994; Kurita e Hsu,
1996; Ma et al., 2001; Chen et al.,
2003; Ogawa et al., 2005
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Lycoris caldwellii Traub 27 Kurita e Hsu, 1996
L. changonensis “nome nao 19 Kurita e Hsu, 1996
resolvido”
L. x chejuensis K.H.Tae & 30 Tzanoudakis e Kypriotakis, 1993;
S.C.Ko Kurita e Hsu, 1996; Tae e Ko,
1996
L. chinensis Traub 8 16 Chen e Li, 1985; Liu e Xu, 1990;
Tae e Ko, 1993; Kurita e Hsu,
1996; Tae e Ko, 1996; Ke et al.,
1998; Sun et al., 1998
L. cinnabarinum “nome nao 18 Williams, 1982
resolvido”
L. flavescens M.Kim & S.Lee 19 Kim e Lee, 1991; Kurita e Hsu,
1996; Tae e Ko, 1996
L. houdyshelii Traub 30 Furuta et al., 1989; Kurita e Hsu,
1996
L. incarnata Comes ex 28+1B, Furuta et al., 1989; Kurita e Hsu,
Sprenger 29+1B, 30,41 1996; Ma et al., 2001; Ogawa et
al., 2005
L. koreana Nakai 11 21,22,33,45 Tae et al., 1987; Kudryashova,
1988; Tzanoudakis e Kollmann,
1991; Kurita e Hsu, 1996; Tae e
Ko, 1996
L. longituba Y.Hsu & G.J.Fan 8 16 Kurita e Hsu, 1996; Ke et al.,
1998 ; Ogawa et al., 2005
L. pumila Herb. “nome néo 22 Ogawa et al., 2005
resolvido”
L. radiata (L'Hér.) Herb. 11 21+1B, 22, Khaleel, 1978; Fukuda et al.,
22+0-1B, 24, 1979; Nishikawa et al., 1979;
33, 33+1B Chen e Li, 1985; Tae et al., 1987;
Furuta et al., 1989; Shao et al.,
1994; Kurita e Hsu, 1996; Tae e
Ko, 1996; Sun et al., 1998; Chen
et al., 2003; Zhou, 2004; Qin,
2004; Hayashi et al., 2005
L. rosea Traub & Moldenke 21+1B Kurita e Hsu, 1996
L. rubroaurantiaca “nome nio 17 Kurita e Hsu, 1996
resolvido”
L. sanguinea Maxim. 11 21,22,23,28, Nishikawa et al., 1979;
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Lycoris sanguinea Maxim. 32 Krichphalushi, 1989; Furuta et al.,
1989; Ueno et al., 1994; Kurita e
Hsu, 1996; Ma et al., 2001,
Ogawa et al., 2005
L. sanguinea var. kiushiana 22,33, 44 Kudryashova, 1988
Makino ex T.Koyama
L. sanguinea var. sanguinea 22,23 Tzanoudakis e Kollmann, 1991
L. sprengeri Comes ex Baker 11 22,33 Furuta et al., 1989; Liu e Xu,
1990; Kurita e Hsu, 1996; Sun et
al., 1998; Zhang, et al. 1999a;
Ogawa et al., 2005
L. squamigera Maxim. 26, 27 Khaleel, 1978; Nishikawa et al.,
1979; Chen e Li, 1985; Tae et al.,
1987; Furuta et al., 1989; Kurita e
Hsu, 1996; Tae e Ko, 1996;
Namaquanula _D.Mill.-Doblies &
U.Miill.-Doblies (x = 11)
N. bruce-bayeri (D. Mull.- 22 Shijman, 1994
Doblies & U. Mull.-Doblies)
Snijman
Narcissus L. (x =7, 10, 11)
N. abscissus (Haw.) Schult. & 14 Montserrat-Marti e Vives, 1991
Schult.f.
N. assoanus Dufour ex Schult. 14 Montserrat-Marti e Vives, 1991
& Schult.f.
N. assoanus subsp. assoanus 14 Barra e Gonzalez, 1984
N. assoanus var. assoanus 14 Natarajan, 1979a;  Natarajan,
1979b; Brandham e Kirton, 1987
N. asturiensis (Jord.) Pugsley 14, 28, 14+0-  Fernandez Casas, 1980a; Barra e
2B Gonzélez, 1984; Safiudo, 1984;
Safiudo, 1985; Diaz et al., 1990
N. broussonetii Lag. 22 Montserrat-Marti e Vives, 1991
N. bulbocodium L. 14,21, 26, 34, Ferndndez, 1981; Brandham e
42 Kirton, 1987; Montserrat-Marti e
Vives, 1991; Diosdado et al.,
1993; Wang et al., 1996
N. bulbocodium subsp. 14, 28 Fernandez, 1981; Dorda, 1983;

bulbocodium

Barra e Gonzalez, 1984; Valdes-
Bermejo, 1980; Fernandez, 1981;
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Narcissus bulbocodium subsp. 14, 28 Dorda, 1983; Barra e Gonzélez,
bulbocodium 1984; Valdes-Bermejo, 1980
N. bulbocodium subsp. 7 14,21 Fernandes, 1987
quintanilhae A. Fern.
N. calcicola Mendonca 14 Brandham e Kirton, 1987
N. cantabricus DC. 14 Brandham e Kirton, 1987,
Gonzélez-Aguilera et al., 1988;
Gonzalez-Aguilera et al., 1990
N. cavanillesii Barra & 28 Valdés et al., 1984
G.Ldbpez
N. cernuus Salisb. 14 Nash e Moreno, 1981; Dorda,
1983; Barra e Gonzalez, 1984
N. X compressus Haw. 31 Brandham e Kirton, 1987
N. confusus Pugsley 14 14, Barra e Gonzalez, 1984; Safiudo,
14+0-1B, 28  1984; Safiudo, 1985; Montserrat-
Marti e Vives, 1991
N. cuatrecasasii Fern. Casas, 14 Ruiz-Rejon e Sanudo, 1976; Ruiz
M. Lainz & Ruiz Rejon Rejon e Rejon, 1985
N. cyclamineus DC. 14, Safiudo, 1985; Brandham e
14+0-1B Kirton, 1987; Fernidndez Casas,
1996
N. dordae Fern.Casas 14 Montserrat-Marti e Vives, 1991
N. dubius Gouan 54 Fernandez Casas, 1980
N. flavus Lag. 14,21, 28,42 Dorda, 1983; Barra e Gonzélez,
1984; Ruiz Rejon e Rejon, 1985;
Brandham e Kirton, 1987;
Montserrat-Marti e Vives, 1991
N. gaditanus Boiss. & Reut. 14,15 Nash e Moreno, 1981, Dorda,
1983; Ruiz Rejon e Rejon, 1985.
N. hedraeanthus (Webb & 14 Ruiz-Rejon e Sanudo, 1976;
Heldr.) Colmeiro Gonzalez-Aguilera et al., 1988;
Gonzélez-Aguilera et al., 1990;
Pangua et al., 1992
N. hispanicus Gouan 14,15, 16,17, Fernandez, 1974; Barra e
18, 42 Gonzalez, 1984; Safiudo, 1984;
Brandham e Kirton, 1987
N. x incomparabilis Mill. (pro 21 Mehra e Sachdeva, 1976

sp.)
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Narcissus jacetanus Fern.Casas 14 Montserrat-Marti e Vives, 1991
N. jonquilla L. 14, 25 Karihaloo e Koul, 1980; Barra e
Gonzélez, 1984; Ruiz Rejon e
Rejon, 1985; Brandham e Kirton,
1987; Nakata et al., 1990; Chen et
al., 2003
N. jonquilla subsp. 14 Brandham e Kirton, 1987
jonquilloides Baker
N. longispathus Degen & 14, Safiudo, 1984; Safiudo, 1985;
Hervier ex Pugsley 14+0-1B Brandham e Kirton, 1987; Pangua
et al., 1992 ; Boscaiu et al., 2000
N. minimus Kunth “nome nio 14+1B Brandham e Kirton, 1987
resolvido”
N. x medioluteus Mill. 24 De Dominicis et al., 2002
N. moleroi Fern. Casas 14 Montserrat-Marti e Vives, 1991;
Fernandez Casas, 1996
N. munozii-garmendiae Fern. 7 14, Fujishima, 1982; Safiudo, 1984
Casas 14+0-1B
N. nivalis Graells 28 14 Fernandez, 1981; Galland, 1988
N. obsoletus (Haw.) Spach 22 Talavera et al., 1995
N. papyraceus Ker Gawl. 22, 30 Valdes-Bermejo e Garcia, 1976;
Fernandez Casas et al., 1979;
Fernandez Casas, 1980; Valdes-
Bermejo, 1980; Nash e Moreno,
1981; Brandham e Kirton, 1987;
D’Amato, 2004
N. papyraceus subsp. 22 Pajarén-Sotomayor, 1986;
pachybolbus (Durieu) Brandham e Kirton, 1987
D.A.Webb
N. polyanthos subsp. 22 Talavera, 1979
polyanthos (Loisel.) Asch. &
Graebn
N. perezlarae Font Quer x 29 Valdés et al., 1984
N. poeticus L. 14, Mehra e Sachdeva, 1976; Von-
14+1-2B, Bothmer, 1982;
N. poeticus L. 14+4B, 21 Krichfalushij e  Sveshnikova,

1985; Brandham e Kirton, 1987;
De Dominicis et al., 2002; Tucci
et al., 2004
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Narcissus poeticus subsp. 14, 21 Brandham e Kirton, 1987
poeticus
N. poeticus subsp. radiiflorus 14, Wetschnig, 1988; Druskovic e
(Salish.) Baker 14+0-1B, 30  Lovka, 1995; Dobea et al., 1997;
Tucci, 2004; D’ Amato, 2004
N. primigenius (Fern. Casas & 14, Friesen, 1991; Montserrat-Marti e
Lainz) Fern. Casas & Lainz 14+0-1B Vives, 1991
N. pseudonarcissus L. 7 14, Safiudo, 1984; Safiudo, 1985;
14+0-2B, 21, Brandham e Kirton, 1987;
21+0-1B, 28, Karihaloo e Koul, 1989; Chen et
29, 42,43 al., 2003
N. pseudonarcissus subsp. 14, Barra e Gonzélez, 1984; Safiudo,
bicolor (L.) Baker 14+0-1B 1984
N. pseudonarcissus subsp. 42 Fernandez Casas, 1980; Friesen,
leonensis (Pugsley) 1991; Montserrat-Marti e Vives,
Fern,Casas & M.Lainz 1991
N. pseudonarcissus subsp. 14 Pangua et al., 1992
major (Curtis) Baker
N. pseudonarcissus subsp. 7+0-2B 14, Barra e Gonzélez, 1984; Safiudo,
minor (L.) Baker 14+0-2B 1984; Brandham e Kirton, 1987
N. pseudonarcissus subsp. 14, 28 Safiudo, 1984; Friesen, 1991;
moschatus (L.) Baker Montserrat-Marti e Vives, 1991
N. pseudonarcissus subsp. 28, 42,42+0-  Safiudo, 1984; Safiudo, 1985;
nobilis (Haw.) A.Fern. 2B Friesen, 1991
N. pseudonarcissus subsp. 14+0-1B Friesen, 1991
pallidiflorus (Pugsley) A.Fern.
N. pseudonarcissus subsp. 14 Brandham e Kirton, 1987
pseudonarcissus
N. x pujolii Font Quer x 32 Frizen, 1983
N. romieuxii Braun-Blanquet 28 Brandham e Kirton, 1987
& Maire
N. rupicola Dufour 14 Nash e Moreno, 1981; Dorda,
1983; Brandham e Kirton, 1987
N. rupicola subsp. watieri 14 Galland, 1988
(Maire) Maire & Weiller
N. serotinus L. 30 Valdes et al., 1978; Frizzi, 1984;

Safiudo, 1984; Valdés et al.,
1984; D’ Amato, 2004
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Narcissus x somedanus 21 Fernandez Casado et al., 1997
Fern.Casado, Nava & Suarez
Pérez
N. supramontanus Arrigoni 20 Arrigoni, 2006
N. tazetta L. 14, 20,22,30 Sharma, 1970; Hong, 1982;
Karihaloo e Koul, 1983; Tseng e
Chen, 1984; Brandham e Kirton,
1987; Karihaloo, 1987; Lu et al.,
1989; L0, 1990; Baldini, 1990; De
Dominicis et al., 2002
N. tazetta subsp. aureus 22 Baldini, 1995
(Loisel.) Baker
N. tazetta subsp. chinensis M. 30, 32 Luetal., 1989; Xu et al., 1992; Li
Roem. e Lu, 1997
N. tazetta subsp. tazetta 20, 20+1B Baldini, 1995; Bacchetta, 2001;
Foggi et al., 2003
N. x tortifolius Fdez.Casas 22,36 Fernandez Casas, 1977,
Fernandez-Casas, 1978; Romero
etal., 1983
N. triandrus L. 14+0-3B Brandham e Kirton, 1987
N. viridiflorus Schoushoe 28 Valdes-Bermejo, 1980
Nerine Herb. (x = 11)
N. bodwenii W. Watson 22 Zemskova e Sveshnikova, 1999
N. undulata (L.) Herb. 22 Zemskova e Sveshnikova, 1999
Nothoscordum Kunth (x = 5) 10 Crosa, 1972
N. andicolum Kunth 18 Nufiez et al., 1972
N. arenarium Herter 10, 15, 20 Crosa, 1972; Souza et al., 2009
N. bivalve (L.) Britton 9 18-22, 32,34, Crosa, 1972; Nufiez et al., 1972;
48 Palomino et al., 1992
N. bivalve var. bivalve 10, 16 Castro, 2005
N. bonariense (Pers.) Beaverd 26 Nufiez et al., 1972
N. felipponei Beauverd 10 Crosa, 1972; Souza et al., 2010
N. gaudichaudianum Kunth 16, 30 Nufiez et al., 1972; Crosa, 1972
N. gracile (Aiton) Stearn 16, 18, 19, Koerperich, 1930; Matsuura e

Sudo, 1935; Nufiez et al., 1972;
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Narcissus gracile (Aiton) Stearn 20, 32 Souza et al., 2012
N. gracile var. gracile. 19 Sato et al., 1979; Sato, 1980; Sato

et al.,, 1980; Sato et al., 1980a;
Sato, 1981; Tanaka e Ohta, 1982;

Sato, 1988

N. hirtellum (Kunth) Herter 10 Crosa, 1975; Souza et al., 2010

N. izaguirreae Crosa 24 Choi. 2006

N. macrostemon Kunth 10, 19 Nufez et al., 1972; Crosa, 1975;
Souza et al., 2012

N. montevidense Beauverd 8, 16 Crosa, 1972; Crosa, 1974

N. montevidense subsp. 8,10 Crosa, 1972; Rodriguez e

minarum (Beauverd) Guagl. Luchini, 1987

N. nudicaule (Lehm.) Guagl. 10, 18, 19 Nufiez et al., 1972; Souza et al.,
2012

N. nudum Beauverd 10 Nufiez et al., 1972; Crosa, 1972

N. pulchellum Kunth 10 Guerra e Felix, 2000

N. setaceum (Baker) Ravenna 10 Castro, 2005

N. vittatum (Griseb.) Ravenna 10 Crosa, 1972; Crosa, 1975; Souza
et al., 2010

Pancratium Dill. ex L. (x = 11)
P. canariense Ker Gawl. 11 Aldridge e Ortega, 1976

P. illyricum L. 22 Roti-Michelozzi e Serrato, 1980;
Zemskova e Sveshnikova, 1999

P. longiflorum Roxb. Ex Ker 22 Lakshmi e Venkateswarlu, 1976;
Gawl. L. Lakshmi, 1980
P. maritimum L. 22,52,54 Fiskesjo, 1975; Flory, 1976;

Bartolo et al., 1980; Banerjee,
1980; Valdes-Bermejo, 1980;
Pastor e Valdés, 1986;
Zakharjeva, 1990; Constantinidis
e Kamari, 1995; Dalgi¢ e Basak,
1996; Zemskova e Sveshnikova,
1999; Ferndndez et al., 2001;
Senel et al., 2002

P. sickenbergeri Asch. & 22 Garbari e Crisman, 1988
Schweinf.
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Pancratium tenuifolium Hochst. ex 22 Oyewole, 1988
A.Rich.
P. zeylanicum L. 22 Vijayavalli e Mathew, 1990
Paramongaia Velarde (x = 23)
P. aramongaia weberbaueri 46 Williams, 1981; Williams, 1981a
Velarde
Phycella Lindl. (x = 8)
P. australis Ravenna 16 Baeza et al., 2007
P. cyrtanthoides (Sims) Lindl. 16 Palma-Rojas, 2000
Placea Miers (x = 8)
P. amoena Phil. 16 Perry e Schrader, 2004
P. arzae Phil. 16 Nandi, 1985
Proiphys Herb. (x = 10) Meerow e Silverstone-Sopkin,
1995
P. amboinensis (L.) Herb. 10, 20 Lakshmi, 1978a Ponnamma e
Ninan 1978b; Vijayavalli e
Mathew, 1990
Pyrolirion Herb. (x =5, 6, 7)
P. flavum Herb. 28, 42,48 Dalgic e Basak, 1996; Thoibi
Devi e Borua, 1997
Rhodophiala C.Presl. (x =6 -11)
R. advena (Ker-Gawl.) Traub 18 Palma-Rojas, 2000
R. aff.advena (Ker-Gawl.) Traub 18 Baeza et al., 2006
R. andicola (Poepp.) Traub 16 Naranjo e Poggio, 2000
R. araucana (Phil.) Traub 54 Naranjo e Poggio, 2000
R. bagnoldii (Herb.) Traub 18 Jara-Seguel et al., 2012
R. bifida (Herb.) Traub 15,18 Naranjo e Poggio, 2000
R. gilliesiana (Herb.) 18, 36, 72 Naranjo e Poggio, 2000
R. montana (Phil.) Traub 18 Palma-Rojas, 2000
R. phycelloides (Herb.) Hunz. 18 Palma-Rojas, 2000
R. pratensis (Poepp.) Traub 18 Palma-Rojas, 2000
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Rhodophiala rhodolirion (Baker) 16 Naranjo e Poggio, 2000
Traub
Scadoxus Raf. (x = 9)
S. cinnabarinus (Decne.) Friis 18 Ponnamma e Ninan, 1978a
& Nordal
S. katherinae Baker “nome néo 18 Vosa e Marchi, 1980
resolvido”
S. magnificus Herb. “nome ndo 18 Vosa e Marchi, 1980
resolvido”
S. multiflorus (Martyn) Raf. 9 (irreg.) 18, 36 Ponnamma e Ninan, 1978;
Lakshmi, 1980; Lakshmi e
Murthy, 1980; Nwankiti, 1984;
Vijayavalli e Mathew, 1990;
Huang e Zhao, 1998
S. multiflorus subsp. katharinae 16 Zemskova e Sveshnikova, 1999
Baker
S. multiflorus subsp. longitubus 18, 20 Morton, 1993
(C. H. Wright) Friis & Nordal
S.natalensis Pappe “nome ndo 18 Vosa e Marchi, 1980
resolvido”
S. puniceus (L.) Friis & Nordal 18 Vosa e Marchi, 1980
Sternbergia Waldst. & Kit. (x =7,
10, 11)
S. candida B. Mathew & T. 20 Unal, 1997; Ozhatay, 1983
Baytop
S. clusiana (Ker Gawl.) Ker 20 Unal et al., 1997; Ozhatay, 1983
Gawl. ex Spreng.
S. colchiciflora Waldst. & Kit. 10, 20 Alden, 1976; Majovsky e Murin,
1977; Fernadndez Casas et al.,
1978; Ferrarella, 1978;
Gustavsson, 1978; Ozhatay, 1983;
Aparicio, 1986; Artelari e
Kamari, 1991; Unal et al., 1997;
Dalgi¢ e Basak, 1996; D’amato ¢
Bianchi, 1999
S. lutea (L.) Ker Gawl. ex 22, Kaul, 1975; Ozhatay, 1983;
Spreng. 22+0-1B, 33  Pastor e Valdés, 1986; Kamari e

Artelari, 1990; Artelari e Kamari,
1991; Yizbasioglu et al., 1997;
Dane, 1998; Baltisberger, 2006
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Sternbergia pulchella Boiss. & Blanche 20 Johnson, 1993
S. vernalis (Mill.) Gorer & 15-22(irreg.) 22 Koul e Khan, 1969; Karihaloo e
J.H.Harvey Koul, 1983; Ozhatay, 1993; Unal,

Strumaria Jacq. (x = 10)

S. aestivalis Snijman 20
S. bidentata Schinz 20
S. chaplinii (W. F. Barker) Snijman 20
S. discifera Marloth ex Snijman 20, 20+1B
S. gemmata Ker-Gawl. 20
S. karoopoortensis (D. & U. 20

Muller-Doblies) Snijman

S. merxmuelleriana (D. & U. 20
Muller-Doblies) Snijman

S. perryae Snijman 20

S. pygmaea Snijman 20, 22

S. spiralis (L'Hér.) W.T.Aiton 20

S. tenella (L.f.) Snijman 20

S. truncata Jacq. 20, 20+1B, 22
S. villosa Snijman 20+2B

S. watermeyeri L. Bolus 20+2-3B
S. watermeyeri subsp. botterkloofensi 20

(D. & U. Muller-Doblies) Snijman
Traubia Moldenke (x = 8)

T. modesta (Phil.) Ravenna 16
Tristagma Poepp. (X =4, 5)

T. berteri Phil “nome nio 8
resolvido”

T. bivalve (Hook. ex Lindl.) Traub 8

1997

Snijman, 1992

Goldblatt, 1976e

Goldblatt, 1976e; Snijman, 1994
Snijman, 1992; Snijman, 1994
Goldblatt, 1976e

Snijman, 1994

Snijman, 1994

Snijman, 1992
Snijman, 1994
Goldblatt, 1976e

Goldblatt, 1976e
Goldblatt, 1976e
Snijman, 1994
Snijman, 1992

Snijman, 1994

Grau e Bayer, 1991

Crosa, 1981

Crosa, 1981
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Tristagma mixale Poepp. “nome 16 Crosa, 1981
ndo resolvido”
T. patagonicum (Baker) Traub 8 Crosa, 1981
T. uniflorum (Lindl.) Traub 12, 24 Johnson e Brandham, 1997
Tulbaghia L. (x = 6)
T. acutiloba Harv. 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. alliacea L.f. 12, 36 Vosa, 2000
T. cameronii Baker 12 Vosa, 2000
T. capensis L. 12, 24, 36 Vosa, 2000
T. cernua Avé-Lall. ex Fisch., 12, 24 Vosa, 2000
C.A. Mey. & Avé-Lall.
T. coddii Vosa & Burbidge 12 Vosa, 2000
T. cominsii Vosa 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. dregeana Kunth 12 Vosa, 2000
T. galpinii Schiltr. 12 Vosa, 1979
T. leucantha Baker 12, 24 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. ludwigiana Harv. 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. macrocarpa Vosa 12 Vosa, 2000
T. montana Vosa 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. natalensis Baker 12 Vosa, 2000
T. nutans Vosa 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. rhodesica R.E.Fr. 12 Vosa, 2000
T. simmleri Beauverd 12 Vosa, 2000
T. tenuior K.Krause & Dinter 12 Vosa, 2000
T. transvaalensis Vosa 12 Vosa, 1979; Vosa, 2000
T. verdoornia Vosa & 12 Vosa, 2000
Burbidge
T. violacea Harv. 6 12 Lakshmi, 1988; Vijayavalli e
Mathew, 1990; Vosa, 2000
T. violacea var. maritima 12 Vosa, 2000

Vosa “nome nao resolvido”




Tabela 2 (Cont.)

108

Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Ungernia Bunge (x = 11)
U. ferganica Vved. ex 22 Zakharjeva, 1990
Artjushenko
U. oligostroma M. Popov & 22 Zakharjeva, 1990
Vved.
U. spiralis Proskorjakov 22 Zakharjeva, 1990
U. tadshicorum Vved. ex 22,23 Zakharjeva, 1990
Artjushenko
U. victoris Vved. ex 22 Zakharjeva, 1990
Artjushenko
Zephyranthes Herb. (x =5, 6, 7)
Z. ajax Spreng. 42,43,44,48 Flory, 1940; Kapoor, 1961;
Tandon, 1961; Vijayavalli e
Mathew, 1990
Z. albiella Traub 18 Flory e Flag, 1962
Z. bifolia (Aubl.) M.Roem. 60 Flory e Flag, 1962
Z. candida (Lindl.) Herb. 18,19, 24,28, Nandi, 1973; Vij et al., 1982;
32, 36, 38,40, Sveshnikova e Zemskova, 1988;
42,48, 49 Zhu et al., 1991; Dalgi¢ e Basak,
1996; Ma et al., 1997; Thoibi
Devi e Borua, 1997; Zemskova e
Sveshnikova, 1999
Z. cardinalis C.H.Wright ca.66 Flory e Flag, 1962
Z. carinata Herb. 38, 46, 48 Nagao e Takusagawa, 1932;
Inariyama, 1937; Flory e Flag,
1962; Yokouchi, 1964
Z. chlorosolen (Herb.) 49, 49+1B, Coe, 1954; Flory e Flag, 1962;
D.Dietr. 55-60, 68, Traub, 1963; Flory, 1976
69+1B, 72, Greizerstein e Naranjo, 1987
72+1B
Z. citrina Baker 47, 48 Flory e Flag, 1962; Gonzalez et
al., 1980; Randha et al., 2003
Z. clintiae Traub 48 Flag, 1960
Z. concolor (Lindl.) Benth. & 110 Palomino e Santiago, 1988
Hook.f.
Z. drummondii D.Don 48, 50 Nandi, 1973; Sveshnikova e

Zemskova, 1988
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Taxon Meiose (n) Mitose (2n) Referéncias
Zephyranthes filifolia Herb. ex 53 Naranjo, 1974
Kraenzl.
Z. fosteri Traub 48 Flag e Flory, 1962
Z. insularum Hume ex 28 Flag e Flory, 1962
Moldenke
Z. jonesii (Cory) Traub 24,48, 72 Flory, 1976; Greizerstein e
Naranjo, 1987
Z. lancasteri Traub 48 Kapoor, 1964; Tandon, 1964b
Z. lindleyana Herb. 24,48,ca.99 Fernandes, 1929; Fernandes,
1930; Fernandes,1931; Sato,1938;
Sato, 1942; Fory, 1943; Flag e
Flory, 1962
Z. macrosiphon Baker 46, 48 Flag e Flory, 1962; Sveshnikova e
Zemskova, 1988
Z. mesochloa Herb. ex Lindl. 12, 12+1B, 24, Sharma, 1956; Sharma e Ghosh,
48 1954; Bochantseva, 1972;
Greizerstein e Naranjo,
1987
Z. aff. mesochloa Herb. 6 12, 12+1B, 48  Greizerstein e Naranjo, 1987;
Davifia e Fernandez 1989;
Vijayavalli e Mathew, 1990
Z. minima Herb. 20,21 Naranjo, 1974
Z. minuta (Kunth) D.Dietr. 23,24,36,48, Flag e Flory, 1962; Vij et al.,
50, 67+1B 1982; Greizerstein e Naranjo,
1987; Sveshnikova e Zemskova,
1988; Vijayavalli e Mathew,
1990; Dalgic e Basak, 1996;
Thoibi Devi e Borua, 1997
Z. nervosa Herb. 24 Flag e Flory, 1962
Z. puertoricensis Traub 25, 26 Flag e Flory, 1962; Gonzalez et
al., 1980
Z. pulchella J.G.Sm. 48 Flag e Flory, 1976; Sveshnikova e
Zemskova, 1988
Z. refugiensis F.B.Jones 46, 48 Jones, 1961; Flag e Flory, 1976
Z. rosea Lindl. 24, 27,48 Nandi, 1973; Sveshnikova e

Zemskova, 1988; Gonzalez et al.,
1980; Vijayavalli e Mathew,
1990; Zemskova e Sveshnikova,
1999
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Zephyranthes sessilis Herb. 48 Sveshnikova e Zemskova, 1988
Z. simpsonii Chapman 48 Flory, 1940
Z. smallii (Alexander) Traub 24,53,54,58, Flag e Flory, 1976; Greizerstein e
70,72,c.72  Naranjo, 1987; Sveshnikova e
Zemskova, 1988
Z. stellaris Ravenna 20 Greizerstein e Naranjo, 1987
Z. aff. stellaris Ravenna 20 Davifia e Fernandez 1989
Z. sulphurea hort. “nome nio 48 Nandi, 1973; Vij et al., 1982
resolvido”
Z. traubii (Hayward) 12 24 Coe, 1954; Flag e Flory, 1962;
Flag e Flory, 1976
Z. treatiae S.Watson 12,24 Sveshnikova e Zemskova, 1988
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4.1 Resumo

A tribo Hippeastreae é monofilética e apresenta 13 géneros e ca. 180 espécies de distribuicdo
exclusivamente neotropical. O presente trabalho objetivou, por meio da dupla coloracdo
CMA/DAPI e FISH, analisar a variagcdo no numero e localizagdo dos sitios de DNAr em 10
espécies dos géneros Habranthus, Hippeastrum e Zephyranthes, identificar padrdes de
distribuicdo da heterocromatina e inferir sobre os possiveis mecanismos de evolugédo

cariotipica e relacdes taxonémicas com base em dados citotaxondmicos. Os numeros
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cromossémicos variaram de 2n = 12 em Habranthus brachyandrus e H. sylvaticus a 2n = 26
em Zephyranthes mesochloa. Foram observadas apenas bandas heterocromaticas
CMA'/DAPI associadas as RONs. O niimero de sitios de DNAr 45S variou de dois a quatro,
sempre colocalizados com as bandas heterocromaticas CMA", ocupando preferencialmente as
regides terminais dos bragos cromossémicos curtos, enquanto os sitios de DNAr 5S variaram
de dois a seis, localizados nas regides terminais, subterminais e proximais. A ocorréncia de
duas bandas CMA® terminais e duas bandas CMA® proximais em H. brachyandrus
possivelmente resultou de uma inversdo paracéntrica em um dos pares cromossdmicos,
modificando o padrdo de bandas CMA" terminais observado nos demais representantes do
grupo. Além disso, 0 Unico par cromossdmico com trés pares de sitios de DNAr 5S nesta
espécie é um forte indicativo de rearranjos cromossdmicos, possivelmente resultado de
translocacGes, duplicacBes ou acdo de elementos transponiveis. A elevada variacdo dos
parametros cariomorfomeétricos, o padrdo de localizagdo dos sitios de DNAr e distribuicdo da
heterocromatina, sdo compativeis com a hipotese de evolugdo reticulada em Hippeastrinae. Os
dados do presente trabalho sugerem a transferéncia das espécies Zephyrathes flavissima e Z.
mesochloa para o género Habranthus, que se encontram no mesmo clado e apresentam o

mesmo padrdo de nimero e localizacio de bandas CMA™ e nimero de sitios de DNAr 5S.

Palavras-chave: Citotaxonomia — disploidia — fluorocromos — inversdo paracéntrica —

numero basico — poliploidia — translocacao

4.2 Introducéo

Alteracbes cromossdmicas geralmente estdo envolvidas na especiacdo e diversificacdo
das espécies vegetais, e podem promover modificacbes no numero, tamanho e forma dos
cromossomos, bem como em seu padrdo de bandas (Lysak et al., 2006; Ziolkowski et al.,
2006; Hu et al., 2011). Diversos modelos de evolugéo cromossdmica abordam a importancia
do surgimento e fixacdo de rearranjos cromossémicos em populagdes naturais, bem como
seus efeitos no processo de especiacdo em plantas (Rieseberg, 2001). Todo o complemento
cromossdmico de um nucleo, o cariotipo, difere de forma peculiar entre organismos
filogeneticamente relacionados, e todo o contetdo gendmico esta sujeito a mudancas
evolutivas (Schubert, 2007). Analises cariologicas podem revelar diferentes estratégias de
evolucdo cromossémica que, diferente de outros caracteres, apresentam fenotipo em metéfase

independente da expressdo génica, condicdes ambientais, idade ou estadio de
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desenvolvimento (Guerra, 2012), principalmente quando se dispde de analises moleculares
que corroborem o contexto filogenético do grupo investigado.

Diversas técnicas citogenéticas tém permitido a caracterizacdo mais detalhada da
morfologia e composicdo dos cromossomos. Dentre as inimeras aplicacdes, destacam-se o
mapeamento de sequéncias repetitivas e genes multicopias em tandem, a correlacdo de grupos
geneticamente ligados a cromossomos, a comparacdo de distancias genéticas e fisicas e a
identificacdo de marcadores para cromossomos individuais (Pedrosa et al., 2002). A dupla
coloragdo com os fluorocromos cromomicina Az (CMA) e 4’°,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) é a combinacdo mais frequentemente utilizada para diferenciar bandas cromossémicas
em plantas (Guerra, 2000), permitindo a identificacdo de diferentes regibes heterocromaticas
ricas em GC e AT, respectivamente (Barros e Silva & Guerra, 2010). Na década de 80, a
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) surge como o maior marco na pesquisa citogenética,
permitindo a detec¢do de sequéncias especificas nos cromossomos e no nucleo interfasico
(Schubert, 2011), principalmente relacionadas aos sitios de DNA ribossomal. Atualmente, a
utilizacdo, combinada ou ndo, destas técnicas tem auxiliado na elucidacdo de eventos
evolutivos importantes em estudos filogenéticos. Souza et al. (2012) elucidaram a origem de
Nothoscordum gracile e suas relacdes filogenéticas, por meio da combinacdo de dados
moleculares e citogenéticos. A utilizacdo de bandeamento cromossémico permitiu a analise
detalhada do pareamento meidtico em Eleutherine bulbosa, possibilitando a identificacdo de
uma relagdo causal entre duplicacdo, inversdo e reproducdo assexuada na manutengdo da
heterozigose no par cromossdmico | (Guerra, 1988). A simples correlacdo de ndmeros
cromossémicos com analises moleculares possibilitou a identificagdo de grupos monofiléticos
na tribo Hippeastreae (familia Amaryllidaceae), além de suportar a hip6tese de origem hibrida
ancestral que precedeu a irradiacdo deste clado (Garcia et al., 2014).

A tribo Hippeastreae é composta por 13 géneros e ca. 180 espécies de distribuicao
exclusivamente neotropical, e seu monofiletismo é fortemente suportado com base em
analises moleculares (Meerow et al., 2000; Garcia et al., 2014). Analises filogenéticas
revelaram a ocorréncia de dois clados fortemente suportados, formalmente reconhecidos
como subtribos. O clado A, referente a subtribo Traubiinae, é composta pelos géneros
Traubia, Placea, Phycella, Rhodolirium e Famatina maulensis, caracterizado por x = 8 e rara
ocorréncia de poliploidia. O clado B, referente a subtribo Hippeastrinae, € composto pelos
géneros Eithea, Habranthus, Haylockia, Hippeastrum, Rhodophiala, Sprekelia, Zephyranthes,
e parte de Famatina, caracterizado por uma série de nimeros bésicos que variam de x = 6-11
e ocorréncia mais frequente de poliploidia e aneuploidia (Garcia et al., 2014). A tribo

Hippeastreae é bem estudada citologicamente, sendo conhecidos 0s niUmeros cromossémicos
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para 97 espécies (ver, por exemplo, Flory & Smith, 1980; Brandham & Bhandol, 1997; Felix
etal., 2011a,b).

Estudos envolvendo a comparagdo entre dados de coloracdo diferencial, FISH e
propostas de filogenia em representantes da tribo Hippeastreae, subtribo Hippeastrinae, ainda
sdo escassos na literatura. Os dados disponiveis sdo restritos a alguns representantes de
importancia econdémica, o que dificulta a compreensdo dos mecanismos evolutivos envolvidos
na diversificacdo do grupo. O presente trabalho objetivou (1) analisar a variacdo no nimero e
localizacdo dos sitios de DNAr em representantes dos géneros Habranthus, Hippeastrum e
Zephyranthes; (2) identificar padrdes de distribuicdo da heterocromatina rica em GC e AT
nestes grupos; (3) inferir sobre os possiveis mecanismos de evolucédo cariotipica envolvidos
na diversificacdo carioldgica destes taxons; (4) e discutir suas relagdes taxondémicas com base

em aspectos citotaxonémicos e nas analises filogenéticas propostas por Garcia et al. (2014).

4.3 Material e Métodos

Material

Foram analisadas 10 espécies brasileiras da subtribo Hippeastrinae coletadas nos
estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Sul (Tabela 1). O material vegetal foi
herborizado e as exsicatas depositadas no acervo do Herbario Prof. Jayme Coelho de Moraes
(EAN) da Universidade Federal da Paraiba.

Pré-tratamento e fixacao

Pontas de raizes obtidas a partir de plantas adultas cultivadas em vasos plasticos foram
pré-tratadas com colchicina 0,2% por 24 h a 10°C, fixadas em solugdo Carnoy composta de
etanol:acido acético (3:1, v/v) e estocadas em freezer.

Para a preparacdo das laminas as pontas de raizes, obtidas como descrito acima, foram
lavadas em &gua destilada e digeridas em uma solucdo enzimatica contendo 2% de celulase
(Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (p/v) por 45-120 min a 37°C. Em seguida, as l[aminas
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 sele¢cdo daquelas com as

melhores células. Subsequentemente, elas foram descoradas em etanol:acido acético (3:1) por
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30 min a temperatura ambiente e mantidas em etanol absoluto a 10 °C até o dia seguinte,

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

Dupla coloracdo CMA/DAPI e FISH

A dupla coloragdo com os fluorocromos CMA; e DAPI foi realizada de acordo com
Schweizer & Ambros (1994). Laminas envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA;
(0,5 mg/ml) por 60 min, em seguida coradas com DAPI (2 pug/ml) por 30 min e montadas em
meio de montagem glicerol:tampao Mcllvaine pH 7,0, (1:1, v/v) contendo 2,5 mM de MgCl..
As laminas foram envelhecidas por mais trés dias antes da analise para estabilizar a marcacgéo
fluorescente.

Para hibridacdo in situ, utilizou-se as laminas previamente coradas com CMA/DAPI
que foram descoradas em etanol:acido acético (3:1, v:v) por 30 min e etanol absoluto por 2 h,
ambos a temperatura ambiente. O procedimento para FISH foi realizado como descrito por
Pedrosa et al. (2002) com pequenas modificacOes. Para localizar os sitios de DNAr por FISH,
0 DNA recombinante D2 contendo o segmento DNAr 5S de 500 pb de Lotus japonicus
(Pedrosa et al., 2002), foi marcado com Cy3-dUTP (Amersham), e o DNA recombinante R2,
contendo o segmento de um fragmento de 6,5 kb correspondente ao DNAr 45S de
Arabidopsis thaliana (Wanzenbdck et al., 1997), foi marcado com digoxigenina-11-dUTP. A
sonda de DNAr 45S foi detectada com anti-digoxigenina, produzido em ovelha, conjugado ao
FITC (Roche) e amplificado com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Sigma),
produzido em coelho. As laminas foram pré-tratadas com pepsina a 37°C durante 40 min e
desnaturadas previamente por 10 min a 75°C antes da mistura de hibridizacdo. Laminas e
sondas foram desnaturadas a 75°C durante 10 min e depois hibridizadas a 37°C durante 2
dias. As melhores células foram digitalizadas com camera digital DFC 345FX em
microscopio de epifluorescéncia Leica DM 2500 utilizando-se para processamento das
imagens o software CW 4000. O cariograma mostrando a posi¢do dos sitios de DNAr e
fluorocromos foi criado usando o software Adobe Photoshop® CS3, que também foi usado
para editar as imagens.

Medidas cromossdmicas e montagem do idiograma

As medidas cromossomicas foram obtidas utilizando o software Image Tools® 0.8.1, a
partir de cinco metafases completas das espécies em estudo, onde a localizagcdo das

constri¢cdes primarias e regides teloméricas de cada cromossomo foram claramente definidas.
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Foi adotada a nomenclatura cromossémica sugerida por Guerra (1988) e a assimetria
cariotipica foi avaliada por meio do indice de assimetria intracromossdmica (Al), onde Al =
1 — [Z(b/B)/n], e intercromossdmica (A2), sendo A2 = S/X, proposto por Romero Zarco
(1986), onde b = comprimento médio do braco curto de cada par homélogo, B = comprimento
médio do brago longo de cada par homdlogo, n = nimero de pares cromossémicos
homologos, S = desvio padrdo do comprimento cromossémico e X = média do comprimento

cromossémico.

4.4 Resultados

Os dados relacionados as anélises cariomorfométricas estdo apresentados na Tabela 1.
Os dados do presente trabalho obtidos da coloragcdo com fluorocromos e FISH, bem como o0s
registros prévios da literatura encontram-se sumarizados na Tabela 2. Os numeros
cromossomicos variaram de 2n = 12 em Habranthus brachyandrus (= Zephyranthes
brachyandra) e Habranthus sylvaticus (= Zephyranthes sylvatica) a 2n = 26 em Z. mesochloa,
que apresentaram cromossomos metacéntricos, submetacéntricos, com ocorréncia de
cromossomos acrocéntricos em algumas espécies. O indice de assimetria intracromossémica
(A) variou de 0,33 a 0,52, com assimetria intercromossomica (A2) variando de 0,13 a 0,28.
O tamanho cromossémico médio variou de 5,15 pm em Z. mesochloa a 9,65 um em
Zephyranthes aff. stellaris. Foram observadas apenas bandas heterocromaticas CMA*/DAPI
associadas as RONs. O numero de sitios de DNAr 45S variou de dois a quatro, sempre
colocalizados com as bandas heterocroméaticas CMA”, ocupando preferencialmente as regides
terminais dos bracos cromossémicos curtos, enquanto os sitios de DNAr 5S variaram de dois
a seis, localizados nas regides terminais, subterminais a proximais.

Todas as espécies de Hippeastrum apresentaram 2n = 22, contudo variaram em relacéo
as férmulas cariotipicas: Hippeastrum glaucescens 5M+9SM+8A, H. puniceum e H. stylosum
6M+14SM+2A, H. striatum 8M+12SM+2A e Hippeastrum sp.1 2M+18SM+2A. Quanto ao
bandemaneto cromossdmico foram encontradas duas bandas CMA'/DAPI terminais no brago
curto de um par acrocéntrico (Tab. 2, Fig. 1), correspondentes aos sitios de DNAr 45S,
enguanto um par de sitios de DNAr 5S foi detectado na regido subterminal do brago longo de
um par submetacéntrico em todas as especies.

Dentre as espécies analisadas, Habranthus brachyandrus, com 2n = 12 e férmula
cariotipica 4M+8SM, apresentou duas bandas subterminais e duas proximais heteromdrficas

CMA'/DAPI" no brago curto de dois pares submetacéntricos (Tab. 2, Fig. 3a), colocalizadas
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com sitios de DNAr 45S, enquanto trés sitios de DNAr 5S foram detectados, um intersticial e
um proximal no brago curto em um par submetacéntrico, e um subterminal no brago longo
(Fig. 3b). Apds a FISH foram observadas regiées mais fortemente coradas com DAPI em H.
brachyandrus (ver inserto, Fig. 3b). Habranthus sylvaticus, com 2n = 12 e formula cariotipica
2M+10SM, apresentou uma banda terminal CMA'/DAPI" no braco longo de um par
submetacéntrico (Tab. 2, Fig. 3c), correspondente ao sitio de DNAr 45S, enquanto o par de
sitios de DNAr 5S foi detectado na regido terminal do brago longo de um outro par
submetacéntrico (Fig. 3d). Zephyranthes flavissima, com 2n = 14 e formula cariotipica
10SM+4A, exibiu quatro bandas terminais CMA'/DAPI" no braco longo de dois pares
submetacéntricos (Tab. 2, Fig. 3e), correspondentes aos sitios de DNAr 45S, enquanto um par
de sitios de DNAr 5S foi detectado na regido terminal do brago longo de um outro par
submetacéntrico (Fig. 3f). Em Zephyranthes mesochloa, com 2n = 26 e férmula cariotipica
6M+20SM, foram exibidas duas bandas terminais CMA"/DAPI™ no brago longo de um par
submetacéntrico (Tab. 2, Fig. 3g). A FISH revelou a presenca de apenas um par de
cromossomos com sitios de DNAr 45S localizados na regido terminal do bragco longo de um
par submetacéntrico, enquanto dois pares de sitios de DNAr 5S foram detectados na regido
terminal do braco longo de dois outros pares submetacéntricos (Fig. 3h e 4d). Em
Zephyranthes aff stellaris, com 2n = 20 e férmula cariotipica 8M+10SM+2A, foi observada
uma banda terminal CMA*/DAPI no brago curto de um par submetacéntrico (Tab. 2, Fig. 3i),
colocalizada com os sitios de DNAr 45S, enquanto um par de sitios de DNAr 5S foi detectado
na regido intersticial do braco mais longo de um par metacéntrico e um par na regido
intersticial do brago curto de outro par submetacéntrico (Fig. 3j). As Figuras 2 e 4 apresentam
cariogramas para todas as espécies analisadas, organizadas de acordo com os tipos de regifes
heterocromaticas e de sitios de DNAr 5S e 45S, em ordem decrescente de tamanho

cromossémico.

4.5 Discussao

A maioria dos numeros cromossomicos observados nas espécies analisadas no
presente trabalho confirma as contagens prévias (Greizerstein & Naranjo, 1987; Brandham &
Bhandol, 1997; Davifia, 2001; Felix et al., 2008; 2011a,b; Garcia et al., 2014). Contagens
inéditas sdo apresentadas para Hippeastrum glaucescens e H. stylosum, ambas com 2n = 22.
A heterocromatina detectavel por meio da dupla coloragio CMA/DAPI é constituida por

bandas CMA", colocalizadas com os sitios de DNAr 45S e restringem-se as RONs terminais,
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com excecdo de H. brachyandrus que apresentou RONs proximais e terminais. Ndo foram
observadas bandas DAPI em nenhuma das espécies analisadas. A ocorréncia de um padrédo
diversificado de bandas DAPI em alguns representantes cultivados de Habranthus
brachyandrus, oriundos da Argentina (Felix et al., 2011a), pode ser um indicativo de variacédo
interpopulacional na composicdo da heterocromatina desta espécie. Por outro lado, a
ocorréncia de bandas DAPI pode ser também devido ao efeito de hibridacdo, uma vez que 0s
individuos analisados por Felix et al. (2011a) tratam-se de espécimes cultivados. Todas as
espécies analisadas aqui foram coletadas em popula¢cbes naturais e ndo apresentaram bandas
DAPI, exceto em H. brachyandrus apds a FISH. Barros e Silva & Guerra (2010) verificaram
que bandas DAPI observadas ap6s procedimentos de bandeamento C e FISH, ndo
necessariamente identificam regides ricas em AT, porque o DAPI pode corar mais fortemente
as regides ricas em GC ou bandas neutras ap0s estas técnicas.

A subtribo Hippeastrinae apresenta quatro clados monofiléticos, fortemente
suportados com base em analises moleculares, e corroborados por uma série de quatro
numeros basicos (x = 6, 8, 9 e 11), que possivelmente representam linhagens de origem
hibrida, com combinacdes carioldgicas diferentes (Garcia et al., 2014). Na filogenia proposta
por Garcia et al., (2014), no clado da subtribo Hippeastrinae com x = 6, o padrdo de bandas
CMA" observado aqui é sempre terminal e colocalizado com os sitios de DNAr 45S. No
entanto, em H. brachyandrus (2n = 12) foram observadas duas bandas CMA" terminais e duas
bandas CMA" proximais, todas colocalizadas com os sitios de DNAr 45S. Este padrdo
possivelmente se originou por meio de um evento de inversao paracéntrica em um dos pares
cromossdmicos, modificando o padrdo de bandas CMA™ terminais observado nos demais
representantes do grupo (Felix et al., 2011a). Alteracdes cromossdmicas envolvendo regides
heterocromaticas ricas em GC, especialmente nas RONSs, foram observadas em outros grupos
de plantas, a exemplo de inversdes pericéntricas em Eleutherine bulbosa (Guerra, 1988),
fissBes céntricas em Tristagma (= Ipheion, Souza et al., 2010) e Nothoscordum (Souza et al.,
2012). Em contrapartida, a hibridacdo envolvendo parentais com diferentes padrdes de
localizacdo de bandas CMA™ poderia resultar no cariotipo observado.

Uma das caracteristicas cariol6gicas mais variaveis na presente amostragem refere-se
ao numero e localizacdo dos sitios de DNAr 5S. A maioria dos representantes da subtribo
analisada apresentou sempre dois ou quatro sitios de DNAr 5S, geralmente subterminais, ou
intersticiais, porém em diferentes pares cromossémicos. A variacdo dos sitios de DNAr 5S
parece estar relacionada principalmente a eventos de poliploidia na subtribo Hippeastrinae. Os
representantes diploides com 2n = 12, 14 sempre apresentaram dois sitios 5S, enquanto 0s

possiveis tetraploides apresentaram 2n = 20, 26 sempre com quatro sitios 5S. Esta hipdtese é
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corroborada pela estabilidade cariotipica verificada em Hippeastrum, cujos representantes
sempre apresentam 2n = 22, sem registro de variagdo cromossémica numérica e ocorréncia de
apenas dois sitios de DNAr 5S. A (nica exce¢do foi encontrada em Habranthus
brachyandrus, que apresentou um Unico par cromossémico com trés sitios de DNAr 5S (um
subterminal, um proximal e um intersticial). Esta variacdo na localizacédo dos sitios de DNAr
5S é um forte indicativo de rearranjos cromossdémicos em H. brachyandrus, possivelmente
resultado de translocacdes, duplicacdes ou acdo de elementos transponiveis.

Os valores de assimetria intracromossémica (Al) (Tabela 1) observados aqui indicam
que os caridtipos sdo mais assimétricos, inclusive no género Hippeastrum, considerado
cariotipicamente mais estavel, e corroboram os dados cariomorfolégicos apresentados por
Poggio et al. (2007). Em adicéo, a variagdo observada na razéo entre o maior e 0 menor
cromossomo do complemento (R), bem como a variacdo dos numeros fundamentais (NF) e as
séries disploides discretas da presente amostragem, suportam a ocorréncia de alteracGes
estruturais e/ou numéricas nos géneros analisados. Cari6tipos mais assimétricos sao
tradicionalmente considerados como derivados de caridtipos mais simétricos (Stebbins,
1971), particularmente ocorrendo em grupos vegetais que apresentam uma historia evolutiva
relacionada a hibridacdo e poliploidia, como em Nothoscordum (Souza et al., 2012). A
elevada variacdo dos parametros cariomorfometricos, verificada tanto entre os géneros quanto
entre as espécies pertencentes aos diferentes géneros analisados, sdo compativeis com a
hipotese de evolugdo reticulada em Hippeastrinae, proposta por Garcia et al., (2014). Em
complexos de origem hibrida, que também apresentam eventos de poliploidia, ¢ comum a
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, como foi verificado em Epidendrum secundum
(Assis et al., 2013). Em Nothoscordum gracile, citétipos com distintos padrdes de bandas
CMA em cromossomos acrocéntricos, bem como a ocorréncia de diferentes numeros
cromossémicos, representam um exemplo claro de um complexo de origem hibrida com
formacdo independente de diferentes citdtipos, comprovada por dados cariologicos e
moleculares (Souza et al., 2012). Apesar de certas espécies apresentarem elevada
compatibilidade reprodutiva no inicio da formacdo de uma linhagem hibrida, alteracdes
estruturais podem ser a causa inicial na formacgéo de barreiras pds ou pré-zigéticas entre as
diferentes linhagens, que posteriormente tornam-se reprodutivamente isoladas (Rieseberg e
Willis, 2007).

O género Zephyranthes é polifilético (Garcia et al., 2014), de dificil delimitacdo
taxondmica, ampla variacdo carioldgica, com registros de poliploidia e de pequenas séries
disploides, e ocorréncia de mecanismos de reproducdo assexuada (Greizerstein & Naranjo,

1987; Felix et al., 2008; 2011a,b). Na presente analise destaca-se Zephyranthes mesochloa,
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que apresentou o maior nimero cromossomico da presente amostragem (2n = 26). Esta
espécie também pertence ao clado com x = 6 (Garcia et al., 2014), com registros prévios de 2n
= 12, 24 e 48 (Sharma & Ghosh, 1954; Sharma, 1956; Garcia et al., 2014). O cari6tipo
analisado no presente trabalho possivelmente é resultado de um evento de poliploidia seguido
de disploidia. A ocorréncia de apenas dois sitios de DNAr 45S nesta espécie pode ser
resultado de ajustes cromossomicos decorrentes de diploidizagédo, por meio da eliminacdo de
sitios redundantes do genoma, incluindo sequéncias de DNAr. A eliminacdo de sequéncias
altamente repetitivas do genoma apds a poliploidia € um fenémeno amplamente conhecido em
plantas (Wolfe, 2001; Leitch & Bennett, 2004; Clarkson et al., 2005; Leitch et al., 2005;
Leitch et al., 2008), a exemplo de Nicotiana nudicaulis (Renny-Byfield et al., 2013) e
Arabidopsis thaliana (Lysak et al., 2006), onde este fendmeno foi minuciosamente estudado.
Por outro lado, foram visualizados quatro sitios de DNAr 5S terminais que suportam a
hipdtese de poliploidia. Apesar de ndo terem sido visualizados cromossomos acrocéntricos, o
cariotipo exibe um conjunto de cromossomos menores (3,06 um de comprimento), que
correspondem a metade do maior cromossomo do complemento (7,67 um), sugerindo a
ocorréncia de disploidia ascendente ou descendente. Contudo, na hipotese filogenética
proposta por Garcia et al., (2014), Z. mesochloa esta posicionada no clado cujo nimero basico
é x = 6. Neste contexto, a hipdtese de disploidia ascendente para explicar a origem de 2n = 26
a partir de um cari6tipo com 2n = 24 parece mais parcimoniosa. Em contrapartida, diversos
trabalhos atribuem a variagdo cromossémica numérica observada no género Zephyranthes a
ocorréncia de cromossomos B (Greizerstein & Naranjo, 1987; Felix et al., 2008; 2011a, b).
Porém, ndo foi identificada nenhuma caracteristica cromossomica distintiva entre 0s
cromossomos de Zephyranthes mesochloa, que possibilitasse a indicacdo de ocorréncia de
cromossomos B na presente analise. Aqui sugerimos a ocorréncia de disploidia, suportada
pela analise da variacdo cromossdmica numérica, observada também em outros representantes
do género, a exemplo de Z. flavissima com 2n = 14, espécie irma de Z. mesochloa na analise
filogenética proposta por Garcia et al., (2014), que apresenta apenas dois sitios de DNAr 5S, e
ocorréncia de quatro cromossomos acrocéntricos. A hipotese de que Zephyranthes constitua-
se de um complexo de espécies cripticas, relacionada a ocorréncia de alteracGes
cromossoémicas, incluindo a disploidia, foi sugerida por Felix et al. (2011a). As espécies
supracitadas pertencem ao clado cujas espécies mais basais apresentam 2n = 12, a exemplo de
Habranthus pedunculosos, grupo irméo de todo o clado com x = 6 (Garcia et al., 2014).

O género Hippeastrum apresenta ca. 70 espécies ocorrentes nas regides tropicais e
subtropicais da América do Sul (Poggio et al., 2007), sendo atualmente considerado o Unico

género monofilético ndo monotipico da subtribo Hippeastrinae (Garcia et al., 2014). Este
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clado é fortemente suportado por dados moleculares, pelo nimero basico x = 11, caridtipos
moderadamente assimétricos e bimodais (Poggio et al., 2007) e ocorréncia de uma série
poliploide regular (Poggio et al., 2007; Garcia et al., 2014). As espécies diploides apresentam
dois sitios de DNAr 45S terminais colocalizados com regides ricas em GC (CMAY)
correspondentes as RONs, bem como por dois sitios subterminais de DNAr 5S, que
corroboram o monofiletismo do género. Além disso, alguns autores consideram o numero
cromossémico 2n = 22 plesiomérfico em Amaryllidaceae (Merrow et al., 1999). O padrao de
localizacdo dos sitios de DNAr em representantes do género Hippeastrum apresentado no
presente trabalho também foi observado em alguns espécimes dos géneros Habranthus e
Zephyranthes, indicando que estas linhagens compartilham ancestrais com caracteristicas
carioldgicas semelhantes. Além disso, altos niveis de compatibilidade reprodutiva envolvendo
a producdo de hibridos entre espécies de Zephyranthes sdo bastante conhecidas (Flory, 1977).
Partindo das analises cariolOgicas observadas aqui, a ocorréncia de cari6tipo com um par de
sitios de DNAr 45S terminais, e um par de sitios de DNAr 5S poderia ser considerada como o
padrdo mais ancestral dentre as linhagens da subtribo Hippeastrinae.

A delimitacdo de alguns géneros em Hippeastrinae € bastante debatida (Flory, 1977;
Dutilh & Assis, 2005; Meerow et al., 2000; Garcia et al., 2014), principalmente envolvendo
0s géneros Zephyranthes e Habranthus, em virtude da auséncia de caracteres morfoldgicos
que permitam uma separacdo clara entre 0s representantes destes géneros. As espécies
Habranthus brachyandrus e H. sylvaticus recentemente foram transferidas para o género
Habranthus, sendo anteriormente utilizadas as denominagdes Zephyranthes brachyandra e Z.
sylvatica, respectivamente (Govaerts, 2011), exemplificando a inconsisténcia taxonémica
destes grupos. As espécies Zephyrathes flavissima e Z. mesochloa, segundo a filogenia
proposta por Garcia et al., (2014), encontram-se no clado das espécies de Habranthus e
apresentam mesmo padrdo de nimero e localizagdo de bandas CMA™ e nlimero de sitios de
DNAr 5S. Estes dados sugerem que essas espécies sejam transferidas para o género
Habranthus. Contudo, para as outras espécies do género Zephyranthes, € necessaria uma
analise mais representativa, incluindo outras espécies, para que sejam realizadas decisfes
taxonbmicas mais coerentes. Estes tdxons usualmente sdo delimitados por meio de algumas
caracteristicas homoplasicas, a exemplo de simetria da flor: Zephyranthes apresentaria flores
actinomorfas eretas, com estames eretos de mesmo comprimento, enquanto Habranthus
apresentaria flores zigomorfas declinadas, estames declinados e com diferentes comprimentos
(Dutilh & Assis, 2005). Contudo, ambos os géneros sdo polifiléticos, conforme analises
baseadas em sequéncias de DNA nuclear e plastidial (Garcia et al., 2014). Apesar de ter sido

possivel distinguir os principais clados monofiléticos, por meio da associacdo entre dados
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moleculares e cromossomicos (Garcia et al., 2014), a variacdo disploide, ocorréncia de
poliploidia e cromossomos B em Zephyranthes e Habranthus tornam invidvel, com base em
dados cromossémicos, a diferenciagdo entre espécies. Neste contexto, andlises mais
detalhadas, envolvendo outras técnicas citogenéticas sdo necessarias, a fim de que se

encontrem marcadores mais Uteis para a diferenciacao das espécies de ambos 0s géneros.
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Tabela 1. Espécies estudadas da subtribo Hippeastrinae, seus respectivos locais de coleta, nimero cromossdmico diploide (2n), nimero fundamental (NF), formula cariotipica (FC), variagcdo no
tamanho cromossdmico, comprimento cromossdémico total do complemento haploide (tl), média do comprimento cromossdémico (C), razdo entre 0 Cromossomo maior € 0 menor cromossomo do
complemento (R), razdo média da relagéo entre os bragos cromossdémicos (r), indice de assimetria intracromossdmica (Al) e indice de assimetria intercromossomica (A2).

Taxon Coletor Procedéncia* 2n  NF FC Variagéo no tamanho tl C R r Al A2
cromossomico (pm)

Habranthus  brachyandrus LPFelix, 14.177 Cacapava do Sul, RS 12 24 4M+8SM 7,53-11,25 106,50 8,76 1,49 1,54 0,33 0,13
(Baker) Sealy
Habranthus sylvaticus (Mart. EMAImeida 720 Morro do Chapéu, BA 12 24 2M+10SM 5,6-12,4 99,59 9,52 2,21 2,19 0,48 0,28
ex Schult. & Schult.f.) Herb.
Hippeastrum glaucescens EMAImeida, 737 Morro do Chapéu, BA 22 36 5M+9SM+8A 3,92-10,46 154,75 7,15 2,66 2,38 0,50 0,28
(Mart. ex  Schult. &
Schult.f.)Herb.
Hippeastrum puniceum ECXRSantos, 26 lgarassu, PE 22 42  6M+14SM+2A 4,94-9,8 155,72 7,59 1,98 1,98 0,44 0,22
(Lam.) Kuntze
Hippeastrum striatum (Lam.) EMAImeida, 632 Palmeiras, BA 22 42 8M+12SM+2A 3,563-8,1 119,70 5,28 2,29 1,93 0,39 0,25
Moore
Hippeastrum stylosum Herb. LPFelix, 13.673 Rio Tinto, PB 22 42 6M+14SM+2A 4,08-9,14 148,57 7,01 2,24 2,0 0,45 0,26
Hippeastrum spl. EMAImeida, 450 Aguas Belas, PE 22 42 2M+18SM+2A 3,0-7,8 119,12 5,49 2,6 2,04 0,45 0,27
Zephyranthes flavissima LPFelix, 14.198 Alegrete, RS 14 24 10SM+4A 5,42-9,03 94,95 7,13 1,66 2,14 0,52 0,16
Ravenna
Zephyranthes mesochloa LPFelix, 14.163 Bagé, RS 26 52 6M+20SM 3,06-7,67 113,49 5,15 2,5 1,99 0,47 0,27
Herb. ex Lindl.
Zephyranthes aff. stellaris EMAImeida, 705 Morro do Chapéu, BA 20 38 8M+10SM+2A 6,29-12,99 195,75 9,65 2,06 1,72 0,36 0,26

*BA= Estado da Bahia; PB= Estado da Paraiba; PE= Estado de Pernambuco; RS= Estado do Rio Grande do Sul.
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Tabela 2. Relagdo das espécies estudadas, locais de coleta e dados cariotipicos relativos ao nimero e distribuicdo de bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr. Abreviag@es: i = intersticial; p =
proximal; st = subtelomérica; t = terminal.
Taxon Procedéncia* 2n Figuras CMA'DAP"™ DNAr 45S DNAr 5S
Habranthus brachyandrus (Baker) Sealy Cacapava do Sul, RS 12 Fig 3a-b 2p+2st 2p+2st 2i +2p+2t
Habranthus sylvaticus (Mart. ex Schult. & Morro do Chapéu, BA 12 Fig 3c-d 2t 2t 2t
Schult.f.) Herb.
Hippeastrum glaucescens (Mart. ex Schult. & Morro do Chapéu, BA 22 Fig la-b 2t 2t 2t
Schult.f.)Herb.
Hippeastrum puniceum (Lam.) Kuntze lgarassu, PE 22 Fig 1c-d 2t 2t 2st
Hippeastrum striatum (Lam.) Moore Palmeiras, BA 22 Fig le-f 2t 2t 2st
Hippeastrum stylosum Herb. Rio Tinto, PB 22 Fig 1g-h 2t 2t 2st
Hippeastrum sp1. Aguas Belas, PE 22 Fig 1i-j 2t 2t 2st
Zephyranthes flavissima Ravenna Alegrete, RS 14 Fig 3e-f 4t 4t 2t
Zephyranthes mesochloa Herb. ex Lindl. Bagé, RS 26 Fig 3g-h 2t 2t 4t
Zephyranthes aff. stellaris Morro do Chapéu, BA 20 Fig 3i-j 2t 2t 4i

*BA= Estado da Bahia; PB= Estado da Paraiba; PE= Estado de Pernambuco; RS= Estado do Rio Grande do Sul.



Figura 1. Metafases mitdtica de espécies do género Hippeastrum (2n = 22) coradas com CMA
(amarelo), DAPI (azul) e hibridizadas com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde). (a-b)
Hippeastrum glaucescens; (c-d) H. puniceum; (e-f); H. striatum (g-h) H. stylosum; (i-j)
Hippeastrum spl. Insertos mostram maior ampliacdo em a, c, e, g, i das bandas CMA"/DAPI e
emb, d, f, h, j dos sitios de DNAr 5S e 45S. Barra em j corresponde a 10pum.




Figura 2. Cariogramas das espécies do género Hippeastrum coradas com DAPI (azul) e hibridizadas in situ com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S
(verde). (a) Hippeastrum glaucescens; (b) H. puniceum; (c); H. striatum; (d) H. stylosum; (e) Hippeastrum spl. Todos os cariogramas foram
organizados por ordem decrescente de tamanho. A barra em e corresponde a 10 pm. A linha pontilhada indica a posi¢do do centrémero.







Figura 4. Cariogramas das espécies do género Habranthus e Zephyranthes coradas com CMA (amarelo) e DAPI
(azul) e hibridizadas in situ com sondas de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde). (a) Habranthus brachyandrus; (b)
H. sylvaticus (c) Zephyranthes flavissima; (d) Z. mesochloa; (e) Zephyranthes aff. stellaris. Todos os cariogramas

foram organizados por ordem decrescente de tamanho. A barra em e corresponde a 10 um. A linha pontilhada indica
a posicdo do centromero.
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5.1 Resumo

Estudos epigenéticos sobre a estrutura da cromatina visam compreender a maneira pela qual a
eu- e heterocromatina de espéecies com diferentes genomas € organizada e mantida. No presente
trabalho as andlises citogenéticas foram baseadas no padrdo de distribuicdo de histonas
modificadas (H4K5ac, H3K9me2, H3K27me2 e H3S10f), coloracdo convencional com
Giemsa, bandeamentos C e CMA/DAPI, FISH com sondas de DNA ribosomal 5S e 45S e
estimativa de DNA nuclear de Habranthus sylvaticus. H4K5ac revelou em cromossomos
prometafasicos e metéfasicos forte marcacdo nas regides terminais e proximais. No ciclo
mitético, H4K5ac revelou na prometafase-anafase, um pequeno bloco hiperacetilado em um
par cromossdmico, o qual foi associado as RONs, que em teléfase desaparece por completo.
Com a H3K9/K27me2 foi possivel observar pequenos blocos mais brilhantes nas regibes

terminais. H3S10f ocorreu na regido pericentromérica de todos os cromossomos na fase M,
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estando ausente na intérfase. As bandas CMA" e bandas C foram co-localizadas com a regido
do DNAr 45S, que também foram acetiladas no ciclo-celular dependente. Habranthus
sylvaticus parece manter um nivel de organizagdo gendmico com compartimentos mais
definidos, em relacdo aos dominios de cromatina e organizacdo de suas sequéncias, quando
comparado a maioria das espécies com genomas grandes. Além disso, a forte acetilacdo da
H4K5 na heterocromatina CMA"DNAr 45S restrita a apenas algumas fases do ciclo mitético,
mostrou uma dindmica da RON ciclo celular-dependente.

Palavras chave: Amaryllidaceae — Bandeamento C — cromatina — fuorocromos CMA/DAPI —

marcadores epigeneticos — FISH — Histone — Habranthus sylvaticus.

5.2 Introducao

Habranthus Herb. (Hippeastreae), € um género neotropical pertencente a familia
Amaryllidaceae que apresenta aproximadamente 50 espécies, com 18 destas ocorrentes no
Brasil (Dahlgren, Clifford & Yeo, 1985; Dutilh, 2009; Judd et al., 2009). O género é
constituido por ervas de flores pequenas, brancas, rosas ou vermelhas com grande potencial
ornamental. Além disso, produzem alcal6ides importantes para a industria farmacéutica, como
é 0 caso das espécies Habranthus tubispathus (L'Hér.) Traub e H. jamesonii (Baker) Ravenna
(Cavallaro et al., 2014). Recentemente, dados moleculares indicaram uma origem hibrida para
Habranthus e os demais representantes da tripo Hippeastreae (Garcia et al., 2014). Os géneros
Habranthus e Zephyranthes Herb. exibem uma notavel inconsisténcia taxonémica devido a
falta de caracteres morfoldgicos que os separem de forma clara, o que leva, ainda hoje, a
intensos debates entre taxonomistas e uma frequente transferéncia de espécies entre 0s géneros.

Citologicamente, apesar de Habranthus ser um grupo bastante estudado por meio da
coloracdo convencional e bandeamento com fluorocromos, poucos sdo os trabalhos sobre as
caracteristicas citomoleculares de suas espécies (Felix et al., 2008; Felix et al., 2011). Os
representantes deste género possuem genomas grandes, com aproximadamente 2C = 35 pg
(Royal Botanic Gardens Kew, 2013). Os nimeros cromossémicos basicos variam de 2n =12 in
Habranthus brachyandrus (Baker) Sealy (Felix et al., 2011) e 2n = 50 in H. longifolius
(Hemsl.) Flagg (Coe, 1954), e com uma série de numeros cromossémicos para o género: X = 6,
7, 8,9, 11, 13. Dentre as espécies que compde o género destaca-se Habranthus sylvaticus (=
Zephyranthes sylvatica Baker), uma erva endémica do bioma Caatinga do Nordeste brasileiro,

muito resistente as condic¢des de seca extrema (Silva et al., 2014). A poliploidia € o principal
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mecanismo evolutivo responsavel pela ampla variabilidade cromossémica numeérica encontrada
na espécie, com registros na literatura de 2n = 24 e 2n = 48 (Felix et al., 2008) para algumas
populagoes.

Bandeamento cromossémico com corantes fluorescentes, hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) e mais recentemente a imunocoloracdo com histonas modificadas séo
técnicas citologicas amplamente utilizadas para a analise cariotipica. Estas técnicas podem ser
aplicadas de maneira independente ou combinadas, permitindo o entendimento da organizacao
do genoma e dos mecanismos evolutivos responsaveis por varia¢cdes cromossémicas em grupos
distintos de plantas (Moraes et al., 2007; Dhar et al., 2009). A primeira constitui-se na
coloragcdo cromossdmica diferencial de uso mais frequente na citogenética vegetal. Os
fluorocromos cromomicina Az (CMA3) e 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ligam-se
preferencialmente em regides heterocromaticas, com riqueza de guanina e citosina (GC) e
adenina e timina (AT), respectivamente (Sumner, 2003). A FISH, por sua vez, utiliza uma
sequéncia de DNA como sonda para localizar um segmento de DNA alvo, que pode ser uma
sequéncia génica ou repetitiva, possibilitando a marcacdo de um ou varios cromossomos do
complemento. A localizacdo destes sitios auxilia no reconhecimento dos homologos, na
identificacdo de genomas parentais e na investigacdo das relacdes filogenética entre grupos de
plantas (revisado por Abbasi et al., 2010).

Mais recentemente, a técnica de imunocoloracdo de histonas em associacdo com a
coloragédo convencional, fluorocromos CMA/DAPI e com a FISH, entre outras, tem
proporcionado uma melhor compreensdo da estrutura da cromatina e seu papel na organizacao
dos mais diversos genomas. As histonas apresentam caudas N-terminais que estdo sujeitas a
uma série de modificacBes pds-sintese incluindo acetilacdo, fosforilacdo e metilacdo (ver
Kouzarides, 2007; Law & Jacobsen, 2010). Dependendo do aminoacido modificado, as
histonas podem desempenhar fun¢des diversas nas células, como por exemplo, coesdo entre
cromatides, condensacdo cromossdmica, reparo do DNA e expressao/silenciamento génico por
meio de alteragdes na estrutura da cromatina e em suas propriedades funcionais (revisado por
Nishioka et al., 2002). A utilizacdo de anticorpos contra histonas modificadas possibilita
identificar diferencas na composigéo e tipos de organizacdo da cromatina em cromossomos de
diferentes grupos de plantas (Houben et al., 2003; Dhar, Fuchs & Houben., 2009; Schibeler,
2009; Feitoza & Guerra 2011a, Marques et al., 2011).

A acetilacdo da histona H4 na lisina 5 (H4K5) é uma modificacdo pds-traducional
geralmente associada a uma estrutura de cromatina mais descompactada. Esta descompactacéo
favorece a expressdo génica e a transcri¢do de alguns tipos de sequéncias, desempenhando um

papel chave na funcdo e modulacdo da estrutura da cromatina (Braunstein et al., 1996;
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Brownell et al., 1996; Shahbazian & Grunstein, 2007). Além disso, em plantas a intensidade da
acetilacdo em eucromatina e heterocromatina aumenta durante a replicacdo (Fuchs et al., 2006).
Ao contrério, a metilacdo de alguns residuos de histonas H3 tem sido associada & cromatina
mais compactada e a repressdo génica (revisado por Fransz, Hoopen & Tessadori, 2006). A
dimetilacdo da histona H3 na lisina 9 (H3K?9), por exemplo, é um importante marcador de
heterocromatina em espécies de genomas pequenos (Houben et al., 2003). Entretanto, em
espécies com genomas grandes, o aumento de elementos interespacados na eucromatina tem
induzido silenciamento por processos de heterocromatinizacdo. Devido a isso, o padrdo de
marcacdo da H3K9 tem se mostrado uniforme sem distin¢do clara de dominios especificos
(Richards & Elgin 2002; Houben et al., 2003; Fuchs et al., 2006).

Embora os processos de metilagdo sejam associados inicialmente & repressdo da
cromatina, a metilacdo da histona H3 nas lisinas 4 e 27 (H3K4, K27), entre outras, tem
mostrado preferéncia por dominios de eucromatina (Fischle, Wang & Allis, 2003; Lachner,
O’Sullivan & Jenuwein, 2003; Vaquero, Loyola & Reinberg, 2003, Marques et al., 2011).
Além do mais, um Unico aminoacido pode ser mono-, di- ou tri-metilado, aumentando a
complexidade do efeito das histonas (revisado por Fransz & De Jong 2002; Fransz, Hoopen &
Tessadori, 2006). Por outro lado, a fosforilacdo da H3 nas serinas 10 (H3S10), uma das marcas
de histonas mais estudadas, esta associada a processos de coesao entre cromatides, condensacéo
da cromatina e reparo de DNA, entre outras funcgdes, sendo por isso de uma maneira geral ciclo
celular dependente (revisado por Nowak & Corces 2004).

Deste modo, o presente trabalho objetivou investigar a distribuicdo e as caracteristicas
da eu- e heterocromatina em ndcleos interfasicos e cromossomos mitéticos de Habranthus
sylvaticus. Para tanto, foi analisado o padréo de distribuicdo das histonas modificadas H4K5
acetilada, H3K9 e H3K27 di-metiladas e H3S10 fosforilada, associada com a técnica de
coloracdo convencional com Giemsa, fluorocromos CMA e DAPI, bandeamento C,
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA ribossomal 45S e 5S e avaliacdo

do tamanho do genoma por citometria de fluxo.

5.3 Material e Métodos
Material

Cinco individuos da espécie H. sylvaticus foram coletados em Petrolina, Pernambuco,
Brasil. O material vegetal foi herborizado e as exsicatas depositadas no acervo do Herbério
Prof. Jayme Coelho de Moraes (EAN) da Universidade Federal da Paraiba.
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Pré-tratamento e fixacao

Pontas de raizes foram pré-tratadas em colchicina 0,2% por 24 h, fixadas em solucdo
Carnoy composta de etanol:acido acético (3:1, v/v) e estocadas em freezer. Para a técnica de
imunocoloracdo de histonas as pontas de raizes pré-tratadas foram fixadas por 45 min a

temperatura ambiente em paraformaldeido 4% diluido em 1x PBS (phosphate buffered saline).

Coloracgéo convencional com Giemsa e bandeamento C

A coloracgédo convencional seguiu o protocolo de Guerra & Souza (2002). As pontas de
raizes foram hidrolisadas com HCI 5N por 20 min, esmagadas em uma gota de &cido acético
45%, congeladas em nitrogénio liquido para remocdo da laminula e coradas com Giemsa 2%.
O procedimento para banda C foi baseado em Schwarzacher, Ambros & Schweizer (1980)
com pequenas modificacdes. As raizes foram digeridas em solucdo enzimatica contendo 2%
celulase Onozuka R-10 (Serva) - 20% pectinase (Sigma) a 37° C por 2 h. As laminas foram
tratadas com acido acético 45% a 60°C por 10 min, em seguida a uma solucdo de hidréxido de
bario a 5% a temperatura ambiente por 10 min e incubadas em 2x SSC a 60°C por 80 min.

Ap0s esse tratamento, as laminas foram coradas com Giemsa 2%.

Dupla coloracdo CMA/DAPI e FISH

A dupla coloragcdo com os fluorocromos CMA; (Cromomicina Az) e DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) foi feita de acordo com Schweizer & Ambros (1994). As laminas
envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA; (0,5 mg/ml) por 60 min, em seguida
coradas com DAPI (2 ug/ml) por 30 min e montadas em meio de montagem glicerol:tampé&o
Mcllvaine pH 7,0, (1:1, v/v) contendo 2,5 mM de MgCl,. As laminas foram envelhecidas por
mais trés dias antes da analise para estabilizar a marcacdo fluorescente.

Para hibridacdo in situ, utilizou-se as laminas previamente coradas com CMA/DAPI que
foram descoradas em etanol:acido acético (3:1, v:v) por 30 min e etanol absoluto por 2 h,
ambos a temperatura ambiente. O procedimento para FISH foi realizado como descrito por
Pedrosa et al., (2002) com pequenas modifica¢fes. Para localizar os sitios de DNAr por FISH,
o DNA recombinante D2 contendo o segmento DNAr 5S de 500 pb de Lotus japonicus
(Pedrosa et al., 2002), foi marcado com Cy3-dUTP (Amersham), e o DNA recombinante R2,
contendo o segmento de um fragmento de 6,5 kb correspondente ao DNAr 45S de Arabidopsis
thaliana (Wanzenbdck et al., 1997), foi marcado com digoxigenina-11-dUTP. A sonda de

DNAr 45S foi detectada com anti-digoxigenina, produzido em ovelha, conjugado ao FITC
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(Roche) e amplificado com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Sigma), produzido
em coelho. As laminas foram pré-tratadas com pepsina a 37°C durante 40 min e desnaturadas
previamente por 10 min a 75°C antes da mistura de hibridizagdo. Cromossomos e sondas foram
desnaturados a 75°C durante 10 min e depois hibridizadas a 37°C durante 2 dias. As melhores
células foram fotografadas com camera digital DFC 345FX  em microscopio de
epifluorescéncia Leica DM 2500 utilizando-se para processamento das imagens o software CW
4000. As imagens foram editadas no software Adobe Photoshop CS3.

Imunocoloracédo com histonas

A técnica de imunocoloracgdo seguiu o protocolo descrito por Feitoza & Guerra (2011a).
As raizes foram fixadas em paraformaldeido 4% e lavadas trés vezes em 1x PBS, 10 min cada,
digeridas em solucdo enzimatica contendo 2% celulase Onozuka R-10 (Serva) - 20% pectinase
(Sigma) a 37°C por 2 h. As laminas selecionadas previamente com DAPI/PBS foram incubadas
em BSA 3% (p/v), contendo 0,1% Triton X-100 em PBS por 10 min. Em seguida foram
adicionados 15 pl de anticorpo primario. Os anticorpos anti-H4K5ac, anti-H3K9me2/K27me2 e
anti-H3S10f foram diluidos 1:300 (coelho policlonal 1gG — Upstate Biotechnology, USA) em
1x PBS contendo BSA 3%, adicionados as laminas selecionadas e incubados overnight a 4°C.
Para deteccdo do anticorpo primario foram adicionados 15 pl do anticorpo secundario goat
anti-rabbit 1gG conjugado com FITC (Sigma), diluido 1:60 em BSA 3%, por 3 h a temperatura
ambiente. As preparacOes foram montadas em DAPI (2pg/mL):Vectashield (1:1, v/v). Imagens

das melhores células foram capturadas como descrito previamente.

Estimativa do contelido de DNA nuclear

A analise do contetido de DNA foi realizada em citdmetro de fluxo CyFlow SL (Partec)
de acordo com o protocolo de Dolezel & Gohde (1995). Pequenas quantidades do tecido de
folha jovem da amostra foram fragmentadas em 1 ml do tampdo WPB (woody plant buffer)
juntamente com folhas jovens do controle interno. Posteriormente, a suspensao foi filtrada e
adicionados 50 pl de iodeto de propideo (1 mg/ml) e 50 pl (100 pg/mL) de RNAse. Foi
utilizado como padréo interno Tulbaghia simmleri (2C = 38,88 pg) Baez (2012). O conteudo de
DNA nuclear (2C) foi calculado pela seguinte formula: (média do pico da amostra/média do
pico do padrdo) x contetdo de DNA 2C do padrdo (pg), conforme histograma apresentado na
figura 5. Para melhor controle, o contetdo de DNA das folhas de trés individuos de

Habranthus sylvaticus foi medido trés vezes em dias diferentes.
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Medidas cromossémicas e Montagem do Idiograma

As medicdes do comprimento total do cromossomo (CT), a relagdo dos bragos (RB =
braco longo/curto) foram obtidas utilizando o software Image Tools 0.8.1®, a partir de cinco
metafases completas de H. sylvaticus, onde a localizacdo das constri¢bes primarias e regides
teloméricas de cada cromossomo foram claramente definidas. O idiograma mostrando a
posicdo dos sitios de DNAr, bandas CMA e DAPI, bandas C e a marcagdo das histonas
modificadas H4K5ac, H3K9me2/K27me2 e H3S10f para H. sylvaticus foi criado usando o
software Adobe Photoshop® CS3, que também foi usado para melhorar o brilho e contraste das

imagens.

5.4 Resultados
Coloracéao convencional com Giemsa, bandemamento C e CMA/DAPI, FISH e valor 2C

Habranthus sylvaticus apresentou 2n = 12, férmula cariotipica 2M+10SM, n(cleos
interfasicos do tipo reticulado, com presenca de alguns blocos de cromatina discretamente mais
condensados (Fig. 1a) e cromossomos com condensagdo homogénea (Fig. 1b-c). O
bandeamento com fluorocromos revelou uma banda terminal CMA*/DAPI™ no braco longo de
um par submetacéntrico, que coincidiu com o mesmo bloco revelado no bandeamento C (Fig.
1d-e).

A hibridizacdo in situ fluorescente revelou a presenca de apenas um par de
cromossomos com sitios de DNAr 45S localizado na regido terminal do brago longo de um par
submetacéntrico, que representa a heterocromatina CMA*/C, enquanto o par de sitios de DNAr
5S foi detectado na regido terminal do brago longo de um outro par submetacéntrico (Fig. 1f).
Habranthus sylvaticus apresentou comprimento médio cromossdmico de 8,25 pm e um
complemento cromossémico total de 99,02 um (Fig. 4). O contetido de DNA foi estimado pela

primeira vez para Habranthus sylvaticus, que apresentou 2C = 22,32 pg (Fig 5).

Distribui¢do cromossémica das histonas H3 e H4 modificadas

O anticorpo contra H4K5ac revelou marcacdo uniforme na cromatina dos ndcleos
interfasicos e da profase, sendo os nucléolos hipoacetilados (Fig. 2a, b). Na prometafase,
grandes blocos hiperacetilados foram observados na regido terminal e proximal de alguns

cromossomos (Fig. 2c). A imunocoloragdo com H4K5ac em cromossomos metafasicos com
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pré-tratamento marcou na regido terminal e proximal (Fig. 1g). Durante o ciclo mitotico, a
H4K5ac revelou na metéfase e anafase, um pequeno bloco mais intensamente marcado em um
cromossomo, o qual foi associado, apoOs coloracdo sequencial com os fluorocromos
CMAV/DAPI, a regido organizadora de nucléolo (NOR) (ver Fig. 2). Nos nucleos interfasicos e
nas fases iniciais e terminais do ciclo, profases e teléfases, o sinal ndo foi visualizado (Fig. 2a,
b, f).

Os anticorpos contra as histonas H3 dimetiladas nas lisinas 9 e 27 (H3K9me2 e
H3K27me2, respectivamente) mostraram resultados semelhantes entre si. A marca¢do ocorreu
fracamente ao longo de toda a cromatina, entretanto, foi possivel observar pequenos blocos
mais brilhantes nas regides terminais de alguns cromossomos na maioria das celulas analisadas
(Fig. 3a-f). Os nucleos interfasicos foram marcados uniformemente com presenca de alguns
pequenos pontos mais brilhantes.

A fosforilacdo da H3S10 revelou blocos brilhantes na regido pericentromérica de todos
0s cromossomos, sendo o tamanho e o brilho dos blocos similar nos diferentes cromossomos.
Os nucleos interfasicos ndo apresentaram sinais de marcagdo, mas grandes blocos de
fosforilagdo foram visualizados nos cromossomos profasicos iniciais ainda bastante
descondensados, sugerindo uma répida fosforilacdo entre o final da intérfase e o inicio da
profase mitdtica (Fig. 3g-i). Na metafase, os blocos pericentroméricos permaneceram com

brilho intenso, que desaparecem no final da tel6fase.

5.5 Discussao

Habranthus sylvaticus apresenta um padrdo de condensacdo da cromatina uniforme
durante a profase. A heterocromatina detectavel nessa espécie é muito reduzida, restrita apenas
a uma pequena porcdo terminal no braco longo de um par submetacéntrico revelada por
diferentes tipos de bandeamentos e co-localizando também com o DNAr 45S. Em conjunto,
essas técnicas permitiram entender melhor a distribuicdo das duas fragcdes da cromatina (eu- e
heterocromatina) dessa espécie, e associar com os padrdes de distribuicdo das histonas, que
também se relacionam com esses dominios.

A marcacdo com anticorpos contra H4K5ac nos cromossomos de H. sylvaticus foi
restrita a dominios especificos de eucromatina, com presenca de grandes blocos fortemente
acetilados em algumas regiGes proximais e terminais dos cromossomos, além de marcar
fortemente apenas uma das RONs. Padr@es variaveis de H4K5ac ao longo dos cromossomos de

plantas e animais com diferencas no tamanho do genoma ou na organizagdo da cromatina tém



272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

203

sido observados também. Em humanos, diferentes regides hiperacetiladas e hipoacetiladas
geram um padrdo que se assemelha aos bandeamentos R e G, respectivamente, além da
hipoacetilacdo quase total de um dos cromossomos X das fémeas (Jeppesen & Turner, 1993;
Jeppesen, 1997). Diferencas no padrdo de acetilagdo sdo observadas entre cromossomos A
(transcricionalmente ativos) e B (inativos) em Brachycome dichromosomatica (Houben et al.,
1997). Em Vicia faba, uma planta que apresenta genoma grande, a marcacao ocorreu ao longo
dos cromossomos e RONs, mas ndo foi observada nos demais blocos heterocromaticos
(Houben et al., 1996). Por outro lado, plantas como Silene latifolia (Vyskot et al., 1999),
Costus spiralis e Eleutherine bubosa (Feitoza & Guerra 2011a), com cromossomaos pequenos e
nitida diferenciacdo profésica da cromatina, apresentaram um padrdo de marcacdo da H4K5ac
restrito a eucromatina de condensagéo tardia. Em H. sylvaticus, com genoma (2C = 22 pg) e
cromossomos grandes (total do complemento de 99,02 um), o padrdo entretanto, néo foi
uniforme e apresentou grandes blocos acetilados em dominios especificos de eucromatina. E
interessante observar que a heterocromatina em H. sylvaticus coincide com a RON e
corresponde apenas a uma pequena porcao terminal do brago curto de um par submetacéntrico,
enguanto a eucromatina classica (negativa para banda C e bandeamento com fluorocromos
CMA e DAPI) corresponde a toda a fragdo restante do genoma. Nesse caso, a hiperacetilacao
de apenas um segmento da eucromatina parece indicar diferencas na organizacao de um mesmo
dominio considerado citologicamente.

Embora a acetilagdo da H4K5 tenha sido uma marca universalmente associada a
eucromatina (Wako, Youko & Fukui, 2002; Zhang et al., 2009), alguns trabalhos tem mostrado
sua presenca também nas RONSs heterocromaticas (Wako, Youko & Fukui, 2002; Wako,
Youko & Fukui, 2005) e na heterocromatina centromérica (Feitoza & Guerra 2011b). No ciclo
mitotico de H. sylvaticus, observou-se que a forte acetilacdo da H4K5 em apenas uma das
RONSs comecou na prometafase e terminou na anafase tardia. Em Vicia faba (Houben et al.,
1996; Belyaev et al., 1997; Jasencakova et al., 2000) e cevada (Jasencakova, Meister &
Schubert, 2001; Wako, Youko & Fukui, 2002) as RONs também foram transitoriamente
acetiladas no ciclo celular. Uma possivel explicagdo para a acetilacdo da RON restrita a
algumas fases do ciclo mitético é que, embora 0s cromossomos em geral estejam totalmente
condensados na metafase, as RONs ainda permanece parcialmente descondensada
transcrevendo sequéncias de RNAr antes do final da fase M (Wako, Youko & Fukui, 2002).
Aparentemente, as sequéncias em tandem de DNAr 45S sdo bastante conservadas nos
diferentes grupos de plantas (Roa & Guerra 2012) a despeito de sua variagdo em relagéo a
marcacdo da H4K5ac (Houben et al., 1996; Feitoza & Guerra 2011a).
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As histonas H3 dimetiladas nas lisinas 9 e 27 marcaram 0s cromossomos de H.
sylvaticus fracamente, sendo observados pequenos blocos brilhantes nas regides terminais.
Segundo Fuchs, Jovtchev & Schubert, (2008), Sharma et al., (2008) e Fuchs & Schubert
(2012), essas marcas sdo associadas a cromatina transcricionalmente inativa, mas seus padroes
ndo sdo totalmente conservados em plantas. Em genomas pequenos, como Arabidopsis, a
H3K9me2 se concentra nos dominios heterocrométicos, enquanto em plantas com genomas
grandes, distribuem-se de maneira dispersa ao longo dos cromossomos (Houben et al., 2003).
Aparentemente, padrGes de distribuicdo de mesmos residuos de histonas metiladas podem
variar inclusive em plantas com tamanhos genémicos similares. Em Vicia faba, que apresenta
genoma de 2C = 26,9 pg, por exemplo, a H3K27me2 apresentou marcacdo na heterocromatina,
enquanto em Arabidopsis thaliana com genoma de 2C = 0,34 pg e Hordeum vulgare com
genoma de 2C = 10,88 pg, a marcacao ocorreu nos dominios considerados eucromaticos (Fuchs
et al., 2006). Em H. sylvaticus com genoma 2C = 22,32 pg, mais similar em tamanho ao de
Vicia faba, a marcacéo ocorreu nos dominios de eucromatina e RONs heterocromaticas.

Diferentemente dos resultados obtidos para H4K5ac, H3K9me2 e H3K27me2 que
foram associados a dominios de eu- e heterocromatina, a distribuicdo da H3S10f ocorreu
apenas na regido pericentromérica durante a fase M e foi ausente na intérfase, como observado
também em trabalhos anteriores (revisado por Marcon-Tavares et al., 2014) embora com
algumas excecOes (Fernandes et al., 2008; Sotero-Caio et al., 2011). Em H. sylvaticus, a
fosforilacdo na regido pericentromérica coincidiu com o inicio da condensa¢do cromossémica
no ciclo mitético e segue 0s mesmos padrdes observados em plantas superiores. Estudos
prévios apontam que em eucariotos, a H3S10f pode estar relacionada a eventos criticos da
divisdo celular como a condensacdo cromossdémica na mitose (Hendzel et al., 1997) e coesdo
entre cromatides na meiose (Kaszas & Cande 2000; Manzanero et al., 2000) ou associada a
outros eventos importantes da célula como reparo do DNA e ativagdo génica em organismos
como Drosophila (Adams et al., 2001).

Diferentemente de estudos prévios, nos quais genomas grandes apresentaram um padrao
de distribuicdo uniforme de marcas de histonas na eu- e heterocromatina, a espécie H.
sylvaticus parece manter um nivel de organizagdo gendmico com compartimentos mais
definidos, em relacdo aos dominios de cromatina e organizacdo de suas sequéncias, quando
comparado a maioria das espécies de tamanho genémico elevado. Além disso, observou-se
também que a eucromatina classica é diferencialmente acetilada com anti-H4K5, sugerindo que
essa fracdo da cromatina pode ndo ser tdo conservada e apresentar variagdes quanto aos padroes
de modificagbes das histonas H3 e H4. A forte acetilacdo da H4K5 na heterocromatina

CMA"DNAr 45S restrita a apenas algumas fases do ciclo mitético, mostrou uma dindmica da
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RON ciclo celular-dependente, entretanto, com resultados mais similares quando comparado a

outros grupos previamente analisados.
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Figura 1. Caracteristicas citologicas de Habranthus sylvaticus. (a) Nucleo interfasico, (b) profase e (c) prometafase coradas com
Giemsa (d) bandeamento C em metéfase () sobreposicio das imagens coradas com CMA'/DAPI (amarelo/azul, respectivamente).
(f) FISH com DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) (g) marcacdo com anti-H4K5ac (verde) e DAPI (vermelho). Setas em (d)
indicam bandas C, (e) bandas CMA" e (f) sitios de DNAr 45S. Cabegas de setas em (f) apontam sitios de DNAr 5S. Insertos
mostram maior ampliacio das bandas CMA*/ DAPI (e), dos sitios de DNA 5S (vermelho) e 45S (verde) (f) e dos cromossomos
hiperacetilados nas regides terminais e proximais (g). Barraem d, f, g” corresponde a 10 pm.
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Figura 2. Ciclo de mitético de Habranthus sylvaticus marcadas com anti-H4K5ac (verde). (a) nucleo interfasico e (b) préfase. (c, d, e) prometafase, metafase e anafase, respectivamente,
mostrando RONSs acetiladas (setas). (f) tel6fase. Inserto em (d) mostra a mesma célula corada sequencialmente com CMA/DAPI (amarelo/azul). Observe RONs desacetiladas em (a), (b) e (f).

DAPI foi pseudocorado em vermelho. Barra em £ corresponde a 10 pum.
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Figura 3. Imunodetecgdo das histonas H3K9me2 (a-c), H3K27me2 (d-f) e H3S10f (g-i) em nicleos interfasicos e cromossomos de Habranthus
sylvaticus. Setas em (b, c, e, f) indicam pequenos blocos mais brilhantes nas regides terminais enriquecidos pela H3K9me2 e H3K27me2,
respectivamnete. Inserto em (e, f) mostra nucleo interfasico marcado uniformemente pela H3K27me2, com pequenos pontos mais brilhantes.
Insertos em (h, j) mostram maior ampliacdo da regido pericentromérica marcada com H3S10f e a presenca de grandes blocos fosforilados na
préfase. DAPI pseudocorado em vermelho. Barra em f corresponde a 10 pum.
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Figura 4. Idiograma exibindo as marcas H4K5ac (azul), H3K27me2 e H3K9me2 (verde claro), H3S10f
(violeta), bandas CMA" (amarelo), DNAr 45S (verde), DNAr 5S (vermelho) e centromero (cinza). OC,
ordem cromossdmica; TC, tamanho cromossdmico; RB = braco longo/curto.
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Figura 5. Histograma ilustrando a quantidade relativa de DNA 2C de Habranthus
sylvaticus e Tulbaghia simmleri (padrdo) obtido pela analise por citometria de fluxo de
nucleos isolados corados com iodeto de propidio de folhas jovens.
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6.1 Resumo

Crinum L. (x = 11), com cerca de 130 espécies, é o unico membro pantropical da familia
Amaryllidaceae, ocorrendo na Asia, América do sul e norte e Australia. O género exibe
grande estabilidade cariotipica, semelhanca na morfologia cromossémica, baixa frequéncia de
poliploidia e seu monofiletismo é bem suportado com base em analises moleculares. Com o
objetivo de investigar o caridtipo de trés espécies de Crinum (C. americanum, C. asiaticum e
C. ornatum), foram utilizadas técnicas de colorac¢do convencional com Giemsa, bandeamento
C, fluorocromos CMA e DAPI e hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA
ribossomal 5S e 45S. Além disso, foram analisadas trés modificacbes epigenéticas (H4K5
acetilada, H3K27 di-metilada e H3S10 fosforilada). Nas espécies estudadas aqui, as bandas C
e CMA" foram co-localizadas com o loco do DNAr 45S. Crinum americanum e C. asiaticum
apresentaram quatro sitios de DNAr 5S, enquanto C. ornatum apresentou dois sitios de DNAr
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5S localizados adjacentes aos sitios de DNAr 45S. A marcacdo com anticorpos contra
H4K5ac foi visualizada em dominios especificos da eucromatina, bem como nas RONs
heterocromaticas evidenciadas nos cromossomos metafasicos e anafasicos da mitose. Em
Crinum ornatum, similar ao observado em outras espécies de plantas, a H3K27me2 esta
aparentemente associada com as fracbes de heterocromatina presentes tanto nos nucleos
interfasicos, quanto nos cromossomos metafasicos, cuja heterocromatina pericentromérica
DAPI® foi fortemente marcada. Em todas as espécies, a H3S10f ocorreu na regido
pericentromérica de todos 0s cromossomos na fase M, mas ausente na intérfase. Nas espécies
aqui analisadas, € possivel observar uma forte associagdo entre o estado de condensacédo
DNAr 45S com o nivel de acetilagdo de histonas, uma vez que as RONs também foram
hiperacetiladas. As bandas heterocromaticas pericentroméricas DAPI* e as bandas terminais
parecem se associar com a metilacdo de histonas. Crinum parece apresentar um nivel de
organizacdo gendémico dos dominios de cromatina mais definido, onde os trechos
hiperacetilados estariam concentrados nas regifes terminais dos cromossomos, quando

comparado a maioria das espécies de tamanho gendmico elevado.

Palavras-chave: Bandeamento C, cari6tipo, cromatina, FISH, fluorocromos, histonas

6.2 Introducéo

O género Crinum L. (Amaryllideae, Amaryllidaceae), com cerca 130 espécies, é 0
nico membro pantropical da familia Amaryllidaceae, ocorrendo na Asia, América do Sul e
do Norte e Australia [1]. Espécies e hibridos de Crinum ocorrem em diversos ambientes
costeiros, aquaticos ou submetidos a alagamento sazonal [2] e sdo amplamente cultivadas
como plantas ornamentais em todo mundo devido as suas flores vistosas, além de produzirem
alcaldides importantes para industria farmacologica [1, 3]. Citologicamente, o género Crinum
é bem estudado e possui registros de nimeros cromossdmicos para aproximadamente 52% do
total de espécies. Seus representantes apresentam genoma grande, de aproximadamente 2C =
43pg [4], e 0 numero basico para o género € x = 11. Crinum exibe grande estabilidade
cariotipica, semelhanca na morfologia cromossdmica, baixa frequéncia de poliploidia e seu
monofiletismo é bem suportado com base em analises moleculares [5, 6]. Alguns trabalhos
apontam uma considerdvel quantidade de bandas heterocromaticas terminais e
pericentroméricas em seus representantes, observadas por meio de técnicas de coloragdo com

fluorocromos e confirmada por meio do bandeamento C, como em Crinum defixum Ker-Gawl
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[7]. Um trabalho bastante informativo foi realizado por Ahmed et al. [8], que analisaram as
espécies Crinum latifolium L., C. asiaticum L. e C. amoenum Roxb. e encontraram 8-12
bandas DAPI* ocorrendo preferencialmente na regido pericentromérica. Entretanto, apesar de
serem conhecidas algumas caracteristicas cariotipicas Crinum, ainda sdo poucas as
informacdes acerca da composic¢do dos acidos nucléeicos, sitios de DNAr e organizacdo da
cromatina deste tdxon, cuja cariomorfologia é caracteristicamente similar.

Sabe-se que as fracOes da cromatina (eu- e heterocromatina) podem ser distinguidas
utilizando-se técnicas citogenéticas e citomoleculares que, de maneira independente ou
combinada, permitem uma analise cariotipica mais detalhada, e consequentemente, um
melhor entendimento da organizacdo da cromatina, bem como dos mecanismos citoevolutivos
responsaveis pela diversificacdo de grupos vegetais [9, 10]. Dentre essas técnicas estdo o
bandeamento C, o uso de fluorocromos base-especificos CMA; (cromomicina Az) e DAPI
(4’ ,6-diamidino-2-fenilindol), a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) e a imunocoloragédo
de histonas modificadas. O bandeamento C e os fluorocromos CMA/DAPI tém promovido o
reconhecimento das regides eu- e heterocromaticas, o que permite a distin¢do entre cariotipos
de vérias espécies de plantas, bem como a hibridizac&o in situ fluorescente (FISH), que, além
disso, fornece marcadores citogenéticos ainda mais precisos no reconhecimento de cariotipos
e na identificacdo de cromossomos, apresentando grande importancia em estudos evolutivos
[11]. Recentemente a imucoloragdo de histonas com uso de anticorpos possibilitou avancos na
caracterizagdo da cromatina, especialmente no que diz respeito a marcas epigenéticas proprias
de regides especificas que permite demonstrar o envolvimento das modificacdes pos-
traducionais no controle epigenético.

As histonas apresentam caudas N-terminais que estdo sujeitas a uma variedade de
modificacGes covalentes, tais como a acetilagdo, fosforilacdo, metilagéo e ubiquitinacdo, que
podem ocorrer em dois territorios estrutural e funcionalmente distintos da cromatina [12]. A
eucromatina é menos condensada, apresenta grande quantidade de genes, consequentemente é
mais acessivel a transcricdo génica. Por outro lado, a heterocromatina é compactada atraves
da organizacéo dos nucleossomos, apresenta poucos genes ativos, presenca de DNA repetitivo
e replicacdo tardia na fase S do ciclo celular [11, 13, 14, 15]. Em cromossomos de plantas e
animais a eucromatina é distintamente marcada com anticorpos contra histonas acetiladas
(anti-H4KS5 ou residuos 8, 12 e 16), que comumente sdo associadas a fracdo da cromatina que
favorece a expressdo génica e a transcricdo de alguns tipos de sequéncias [16, 17, 18],
enquanto a heterocromatina € geralmente hipoacetilada e hipermetilada, sendo as
modifica¢cbes H3K27mel e H3K9me2, em plantas, tipicas da cromatina mais compactada e

transcripcionalmente  reprimida [19]. Entretanto, embora algumas marcas, como
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H3K9mel/2/3 e H4K5ac, estejam relacionadas a regifes compactadas e descompactadas,
respectivamente, alguns estudos apontam que suas distribuicdes também estdo relacionadas ao
tamanho e organizacdo do genoma [9, 20, 21]. Por exemplo, em Arabidopsis thaliana, com
tamanho genémico de aproximadamente 2C = 0,32 pg, foi observado que a histona H3K9me2
marca restritamente as regides heterocromaticas, enquanto em Vicia Faba, com tamanho
genbémico em torno de 2C = 26,9 pg, a marcacdo foi uniforme ao longo de todo o
cromossomo, ndo apresentando relacdo direta com a heterocromatina citologicamente visivel
[21]. Por outro lado, a histona H4K5ac, foi restrita aos dominios eucromaticos de Costus
spiralis (3,32 pg) e Eleutherine bulbosa (2,63 pg) na mitose, embora tenha marcado
fortemente também a heterocromatina centromérica de Costus apenas no paquiteno da meiose
[22, 23]. Diferentemente, em Habranthus sylvaticus, uma planta com cromossomos grandes,
tamanho gendmico de cerca de 2C = 22,3 pg e pouca heterocromatina, a H4K5ac marcou
mais fortemente nas RONs heterocromaticas entre metafase e anafase e na eucromatina
localizada em algumas regides terminais ou proximais (dados nao publicados), mostrando que
ndo existe uma relagdo simples e universal entre os diferentes tipos de cromatina e
modificacGes de histonas e do DNA.

Dessa forma, no presente estudo, nds investigamos trés modificacdes epigenéticas
(H4K5 acetilada, H3K27 di-metilada e H3S10 fosforilada), em associagdo com as técnicas de
coloragdo convencional com Giemsa, bandeamento C, fluorocromos CMA e DAPI e
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA ribossomal 5S e 45S, com
objetivo de analisar a distribuicdo e a organizacdo da eu- e heterocromatina em nucleos
interfasicos e cromossomos mitoticos de trés espécies do género Crinum: C. americanum, C.

asiaticum e C. ornatum.

6.3 Material e Métodos

Material vegetal

Foram analisadas trés espécies do género Crinum (C. americanum, C. asiaticum e C.
ornatum) coletadas nos estados da Paraiba e Sdo Paulo. NUmeros cromossémicos e principais
caracteristicas cariotipicas estdo sumarizados na Tabela 1. O material vegetal foi herborizado
e as exsicatas depositadas no acervo do Herbario Prof. Jayme Coelho de Moraes (EAN) da

Universidade Federal da Paraiba.
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Preparacéo cromossomica para coloragdo convencional, bandeamento e FISH

Para as analises mitdticas, pontas de raizes obtidas a partir de plantas cultivadas em
vasos plasticos foram pré-tratadas com colchicina 0,2% por 4 horas a 18°C, fixadas em
etanol:acido acético (3:1, v/v) e estocadas a -20 °C.

Para a preparacdo das laminas as pontas de raizes, obtidas como descrito acima, foram
lavadas em agua destilada e digeridas em uma solucdo enzimatica contendo 2% de celulase
(Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (p/v) por 1 hora 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 ug/ml):glicerol (1:1, v/v) para permitir a selecdo das melhores
preparacBes. Subsequentemente, elas foram descoradas em etanol:acido acético (3:1) por 30
min a temperatura ambiente e mantidas em etanol absoluto a 10°C até o dia seguinte e

estocadas a -20°C para posterior analise [24].

Coloracgéo convencional com Giemsa e bandeamento C

A coloragdo convencional com Giemsa seguiu o protocolo de Guerra & Souza [24].
As pontas de raizes foram hidrolisadas com HCI 5N por 20 minutos, esmagadas em uma gota
de acido acético 45%, congeladas em nitrogénio liquido para remocéo da laminula e coradas
com Giemsa 2%. O procedimento para banda C foi baseado em Schwarzacher, Ambros &
Schweizer [25] com pequenas modificagcBes. As raizes foram digeridas em solucéo
enzimatica contendo 2% celulase Onozuka R-10 (Serva) - 20% pectinase (Sigma) a 37°C por
duas horas. As laminas foram tratadas com &cido acético 45% a 60°C por 10 minutos, em
seguida a uma solucdo de hidroxido de bario a 5% a temperatura ambiente por 10 minutos e
incubadas em 2x SSC a 60°C por 80 minutos. Apds esse tratamento, as laminas foram

coradas com Giemsa 2%.

Dupla coloracdo CMA/DAPI e FISH

A dupla coloracdo com os fluorocromos CMA; (Cromomicina A3) e DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) foi realizada de acordo com Schweizer e Ambros [26]. Laminas
envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA; (0,5 mg/ml) por 60 minutos, em seguida
coradas com DAPI (2 pg/ml) por 30 minutos e montadas em meio de montagem
glicerol:tampdo Mcllvaine pH 7,0, (1:1, v/v) contendo 2,5 mM de MgCl,. As laminas foram

envelhecidas por mais trés dias antes da analise para estabilizar a marcacao fluorescente.
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Para hibridacdo in situ, utilizou-se as ldminas previamente coradas com CMA/DAPI
que foram descoradas em etanol:acido acético (3:1, v:v) por 30 minutos e etanol absoluto por
2 horas, ambos a temperatura ambiente. O procedimento para FISH foi realizado como
descrito por Pedrosa et al. [27] com pequenas modificacdes. Para localizar os sitios de DNAr
por FISH, o DNA recombinante D2 contendo o segmento DNAr 5S de 500 pb de Lotus
japonicus [27], foi marcado com Cy3-dUTP (Amersham), e o DNA recombinante R2,
contendo o segmento de um fragmento de 6,5 kb correspondente ao DNAr 45S de
Arabidopsis thaliana [28], foi marcado com digoxigenina-11-dUTP. A sonda de DNAr 45S
foi detectada com anti-digoxigenina, produzido em ovelha, conjugado ao FITC (Roche) e
amplificado com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Sigma), produzido em coelho.
As laminas foram pré-tratadas com pepsina a 37°C durante 40 minutos e desnaturadas
previamente por 10 minutos a 75°C antes da mistura de hibridizacdo. LAminas e sondas foram
desnaturadas a 75°C durante 10 minutos e depois hibridizadas a 37°C durante 18 horas. As
melhores células foram digitalizadas com camera digital DFC 345FX em microscépio de
epifluorescéncia Leica DM 2500 utilizando-se para processamento das imagens o software
CW 4000. As imagens foram editadas no software Adobe Photoshop® CS3.

Deteccéo de histonas modificadas

A imunocoloracdo seguiu o protocolo descrito por Feitoza e Guerra [22]. Raizes
fixadas em paraformaldeido 4% foram lavadas quatro vezes em 1x PBS, 10 minutos cada, e
digeridas em solucdo enzimatica contendo 2% celulase Onozuka R-10 (Serva) - 20%
pectinase (Sigma) a 37°C por duas horas. As laminas selecionadas previamente com
DAPI/PBS foram incubadas em BSA 3% (p/v), contendo 0,1% Triton X-100 em PBS por 10
minutos, ¢ em seguida foram adicionados 15 pl de anticorpo primario. Os anticorpos anti-
H4Kb5ac, anti-H3K27me2 e anti-H3S10f foram diluidos 1:300 (coelho policlonal 1gG —
Upstate Biotechnology, USA) em 1x PBS contendo BSA 3% e incubados overnight a 4°C.
Para detec¢ao do anticorpo primario foram adicionados 15 pl do anticorpo secundario goat
anti-rabbit 1gG conjugado com FITC (Sigma), diluido 1:60 em BSA 3%, por 3 horas a
temperatura ambiente. As prepara¢des foram montadas em DAPI (2ug/mL):Vectashield (1:1,

v/v). As melhores imagens das células foram capturadas como descrito previamente.

Medic¢des cromossomicas

As medidas cromossdmicas foram obtidas utilizando o software Image Tools® 0.8.1, a

partir de cinco metafases completas das espécies em estudo, onde a localizagdo das
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constricOes primarias e regides teloméricas de cada cromossomo foram claramente definidas.
Foi adotada a nomenclatura cromossémica sugerida por Guerra [29] e a assimetria cariotipica
foi avaliada através do indice de assimetria intracromossomica (Al), onde Al = 1 —
[2(b/B)/n], e intercromossomica (A2), sendo A2 = S/X, proposto por Romero Zarco [30],
onde b = comprimento médio do braco curto de cada par homologo, B = comprimento médio
do braco longo de cada par homélogo, n = nimero de pares cromossémicos homologos, S =

desvio padrdo do comprimento cromossomico e X = média do comprimento cromossomico.

6.4 Resultados
Caracteristicas cariomorfométricas

Os dados relacionados as analises cariomorfométricas estdo apresentados na Tabela 1.
Os dados carioldgicos como as férmulas cariotipicas, nimero de bandas C, CMA e DAPI,
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S e das modificacbes das histonas, encontram-se
sumarizados na Tabela 2. Em todas as espécies estudadas, a colora¢do convencional com
Giemsa indicou um cari6tipo com condensacdo homogénea e nucleos interfasicos do tipo
reticulado (Fig. 1al-f1). Todas as espécies apresentaram cariotipos assimétricos com 2n = 22
cromossomos, morfologia variando de metacéntricos, submetacéntricos a acrocéntricos e
assimetria intercromossémica (A2) variando de 0,22 a 0,29. O indice de assimetria
intracromossdmica (Al) variou de 0,25 a 0,32 e o tamanho cromossémico médio variou de

2,47 um em C. ornatum a 3,3 pum em C.asiaticum.

Bandeamento C, dupla coloragdo com CMA/DAPI e FISH

Com excecdo de C. ornatum, as demais espécies de Crinum analisadas no presente
trabalho apresentaram, de maneira geral, pouca heterocromatina, sendo que as bandas
CMA'/DAPI" observadas pela técnica foram frequentemente associadas as RONs e
coincidiram em nimero e posi¢cdo no cromossomos com 0s blocos revelados no bandeamento
C (Fig. 1a2, c2). As espécies C. americanum e C. asiaticum apresentaram duas bandas
CMA'/DAPI intersticiais no brago longo de um par submetacéntrico (Fig. 1a3, a4, c3, c4),
correspondentes aos sitios de DNAr 45S, enquanto dois pares de sitios de DNAr 5S foram
observados, um na regido subterminal de um par metacéntrico maior e outro na regido
proximal de um par metacéntrico menor (Fig. 1a5, c5). A espécie C. ornatum, apresentou

duas bandas CMA*/DAPI intersticiais no braco longo de um par submetacéntrico (Fig. 1e3,
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e4), colocalizadas com sitios de DNAr 45S, enquanto um par de sitios de DNAr 5S foi
detectado no braco longo do mesmo par submetacéntrico no qual ocorre o sitio de DNAr 45S
(Fig. 1e5). Adicionalmente, em C. ornatum o bandeamento com os fluorocromos CMA e
DAPI revelou bandas heterocromaticas CMA/DAPI™ na regido pericentromérica de todos os
cromossomos do conjunto, enquanto o bandemaneto C evidenciou bandas CMA/DAPI°

adicionais nas regides terminais (Fig. 1e2).

Deteccéo de histonas modificadas

A técnica de imunocoloracdo utilizando anticorpos contra histonas modificadas nos
residuos lisina 5 das histonas H4 (anti-H4Kb5ac), lisinas 27 e serina 10 das histonas H3 (anti-
H3K27me2 e anti-H3S10f), mostrou que as espécies estudadas apresentam um padrédo similar
de distribuicdo das marcas de acetilagéo, metilacéo e fosforilacao e deste modo focamos nossa
analise em C. ornatum, que apresentou um padrdo mais peculiar de bandeamento. Os padrbes
de marcacdo destes anticorpos foram comparados com a distribuicdo das bandas C e
CMAVJ/DAPI, e dos sitios de DNAr 5S e 45S. O anticorpo contra H4K5ac revelou marcagdo
uniforme na cromatina dos nucleos interfasicos e da profase, sendo os nucléolos e os blocos
DAPI" hipoacetilados (Fig. 2a, b, c). Na metafase, grandes blocos hiperacetilados foram
observados nas regides terminais dos dois bragos cromossdmicos da maioria dos
cromossomos, sendo a marcacdo com anti-H4K5ac na regido pericentromérica total ou
parcialmente suprimida nesse tipo de cromossomo. Os cromossomos menores, por sua Vez,
apresentaram uma marcacdo mais uniforme, ndo marcando regiGes pericentroméricas e
terminais. (Fig. 2a, b, ¢). O padrdo de marcacdo da H4K5ac durante o ciclo mitético revelou
na metafase e anafase, um pequeno bloco mais intensamente marcado em um cromossomo
(Fig. 3 c, d). Nos nucleos interfasicos e nas fases iniciais e terminais do ciclo, profase e
tel6fase, o sinal ndo foi visualizado pelo método (Fig. 3a, b, €). A imunocoloracdo contra
H3K27me2 mostrou fraca marcagdo ao longo de toda a cromatina. No entanto, foi possivel
observar pequenos blocos mais brilhantes na regido pericentromérica e terminal de alguns
cromossomos na maioria das células analisadas. Os ndcleos interfasicos também foram
marcados fracamente e observou-se a presencga de alguns pequenos pontos mais brilhantes
(Fig. 2d, e, f). O anticorpo contra H3S10f revelou blocos brilhantes restritos a regido
pericentromérica de todos 0os cromossomos, sendo o tamanho e o brilho dos blocos similar
nos diferentes tamanhos cromossomicos. Os nucleos interfasicos ndo foram marcados,
contudo alguns blocos fosforilados no inicio da profase foram visualizados, sugerindo uma

répida fosforilagdo entre o final da intérfase e o inicio da préfase mitética. Na metafase, os
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blocos pericentromeéricos permaneceram com brilho intenso (Fig. 2g, h, i), que desaparecem

no final da tel6fase.

6.5 Discussao

Em Amaryllidaceae, a heterocromatina visualizada pelo bandeamento C geralmente é
distribuida em pequenas fragdes que ocorrem preferencialmente nas regides terminais,
pericentroméricas e nas RONSs (7, 31, 32]. Em Sternbergia Waldst. & Kit., o bandeamento C
evidenciou bandas na regido pericentromérica de todos os cromossomos de Sternbergia latea
(L.) Ker Gawl. ex Spreng. [33]. Em Crinum, foram observadas bandas C terminais e
pericentroméricas em todos os cromossomos de Crinum defixum Ker-Gawl [7]. Nos géneros
Habranthus Herb, Hippeastrum Herb, Nothoscordum Kunth, Scadoxus Raf., Tristagma
Poepp. e Zephyranthes Herb, por exemplo, as RONs sdo frequentemente presentes nas
regides terminais ou subterminais do braco curto de cromossomos submetacéntricos e/ou
acrocéntricos [34, 35, 36, 37 dados ndo publicados]. Por outro lado, em Griffinia e Crinum, as
RON:Ss estéo localizadas na regido intersticial do brago longo de um par submetacéntrico [7, 8,
dados ndo publicados]. Todas as espécies de Crinum estudadas aqui apresentaram valores de
assimetria intracromossémica (Al) que indicam caridtipos moderadamente siméticos, um
padrdo cariotipico reconhecido como estado plesiomorfico em diversos grupos de plantas [38].
Este tipo de cariétipo caracteriza-se por apresentar cromossomos com poucas discrepancias de
tamanho, com centrémeros localizados nas posicdes medianas ou submedianas [38]. Os
valores da razdo entre o maior e 0 menor cromossomo do complemento (R), bem como
nameros fundamentais (NF) observados nas espécies de Crinum ndo permite inferir o tipo de
alteracdo estrutural envolvida especiacdo dessa espécies a partir destes dados.

A organizacdo do genoma nas espécies estudadas aqui difere em termos citoldgicos.
No entanto, os dados citogenéticos corroboram as semelhancas morfoldgicas vegetativas, uma
vez que C. americanum e C. asiaticum, com mesmo niimero de bandas C/CMA" e de sitios de
DNAr 5S e 45S, apresentam flores em forma de estrela, enquanto C. ornatum, com bandas
DAPI" e um Gnico sitio de DNAr 5S no mesmo cromossomo que 0 DNAr 45S, possui flores
em forma de sino [6, 39]. Sabe-se que os genes do RNAr 5S e 45S sdo organizados em
tandem e distribuidos de forma independente em cromossomos diferentes ou em um mesmo
cromossomo [40]. Em Crinum ornatum, a eventual ligacdo de sitios DNAr 5S e 45S no
mesmo Cromossomo parece ser uma caracteristica derivada e consistente, observada também

em varios géneros de plantas, tais como em Clivia [41] e Allium [40], também da familia
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Amaryllidaceae. A frequente proximidade entre os sitios de DNAr 5S e 45S no mesmo
cromossomo parece ter razGes mais relacionadas a dindmica das sequéncias repetidas em
tandem do que a alguma interagdo funcional [42].

Contudo, filogeneticamente as espécies de Crinum estdo posicionadas de forma
diferente, como C. americanum e C. asiaticum, que apresentam caracteristicas citologicas
similares, mas estdo em ramos distintos, enquanto C. americanum e C. ornatum estdo
localizadas no mesmo ramo com suporte de jackknife de 62% com base na analise cladistica
de sequéncias do DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (trnL-F) [6]. Esses dados ndo estdo bem
suportados, 0 que evidencia que as relacdes filogenéticas interespecificas no género Crinum
ainda néo estdo bem resolvidas.

A caracterizacdo das fragdes da cromatina com uso de técnicas de bandeamento e
FISH permitiu observar a distribuicdo da eu- e heterocromatina dessas espécies e associar
com os padrbes de distribuicdo de algumas marcas de modificacdes de histonas. Varios
estudos sobre eventos epigenéticos da cromatina de plantas tém demonstrado a existéncia de
modificacBes relativamente conservadas no codigo epigenético, tais como a associacdo de
H3K27me2 com regides heterocromaticas e H4K5ac com regides eucromaticas e as RONs [9,
23, 43, 44, 45, 46]. No entanto, dependendo da isoforma (mono-, di- ou tri), acetilada e dos
tipos de organizacdo da cromatina, a marcacdo pode ser mais uniforme ao longo dos
cromossomos ou marcar apenas dominios especificos de eucromatina classica, onde as
regides heterocromaticas e de eucromatina condensada permanecem mais frequentemente
hipoacetiladas. Em muitos casos, as RONs também sao hiperacetiladas [19], embora o padrdo
de marcacdo de RONs seja aparentemente menos conservado [22].

Nas espécies estudadas aqui, a marcacdo com anticorpos contra H4K5ac foi
evidenciada tanto em dominios especificos da eucromatina como nas RONs heterocromaticas
evidenciadas nos cromossomos metafasicos e anafasicos da mitose. A regido pericentromérica
DAPI® de todos os cromossomos de C. ornatum foi hipoacetilada, provavelmente devido a
presenca da heterocromatina pericentromérica [47]. Além disso, as bandas C terminais foram
do tipo DAPI’/CMA?, possivelmente devido a algumas regides heterocrométicas reagirem de
forma neutra a estes fluorocromos [ver, por exemplo, 48, 49, 50]. Em espécies com genoma
pequeno a médio como Costus spiralis e Eleutherine bulbosa, por exemplo, o padrdo de
marcacdo da H4Kb5ac foi restrito a eucromatina classica [22]. Em Vicia faba, com genoma
grande (2C = 26,9 pg), a marcagdo da H4K5ac foi uniforme ao longo dos cromossomos,
exceto nas RONs que foram hiperacetiladas e na heterocromatina pericentromérica que foi
hipoacetilada [51]. Por outro lado, em Habranthus sylvaticus, com genoma e cromossomos

grandes (2C = 22,3 pg), a H4K5ac ndo mostrou marcagdo uniforme como o esperado para
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cromossomos grandes e com pouca heterocromatina, uma vez que foram visualizados blocos
fortemente marcados nas regifes eucromaticas terminais e proximais de varios cromossomos
[dados ndo publicados]. Em Vicia faba, H. sylvaticus e Hordeum vulgare também foi
observado forte acetilacdo nas RONs que contém os genes de RNAr 28S-5,8S-18S [46, 51,
52, 53]. No entanto, em Allium cepa, Nicotiana tabaccum e espécies de Silene ndo foram
detectadas forte marcacdo nas RONs por anti-H4K5 [54]. Um fator que pode explicar a
permanéncia da forte acetilagdo nas RONs é que, embora 0s cromossomos metafasicos
estejam no maior nivel de compactagdo no ciclo celular, as RONs podem permanecer
parcialmente descondensadas, transcrevendo sequéncias antes da conclusdo da fase M [53].

A histona H3 dimetilada na lisina 27 marcou fracamente 0s cromossomos ao longo de
toda a cromatina, com pequenos blocos brilhantes na regido pericentromérica e terminal. Em
Drosophila, H3K27me2 também marcou a heterocromatina pericentromérica [55, 56]. Em
plantas, como Arabidopis thaliana [57, 58], Zea mays [59] e Vicia faba [9] a H3K27me2
marcou especificadamente dominios heterocromaticos. Contudo, estudos mais recentes
apontam que H3K27me2 foi encontrada tanto em dominios heterocrométicos quanto
eucromaticos de Arabidopis thaliana, onde grandes blocos foram fortemente associados com
a heterocromatina, enquanto na eucromatina a marcacdo se deu na regido dos genes
codificadores de proteinas e nas regides relacionadas com os transposons [60]. Em Crinum
ornatum, similar ao observado em outras espécies de plantas, a H3K27me2 esta
aparentemente associada com as fracdes de heterocromatina presente tanto nos nucleos
interfasicos, quanto nos cromossomos metafasicos, cuja heterocromatina DAPI™ proximal foi
marcada. Em espécies de Citrus, que apresentam genomas pequenos (2C = 0,75- 1,25 pg), a
marcacao com H3K27me2 ndo ocorreu restritamente na regido heterocromatica, uma vez que
foi observada, uma marcacdo dispersa por toda a eucromatina, provavelmente envolvida na
inativacao de retrotransposons ou silenciamento de genes [45].

O padrédo de fosforilacdo da histona H3 na serina 10 em cromossomos mitéticos de
Crinum foi bem similar ao encontrado na maioria das espécies de angiospermas (revisado por
Marcon-Tavares et al. [61]. A fosforilagdo em Crinum se inicia na prdfase, continua até a
anédfase, sendo ausente na interfase e telofase. Na metéfase foi observada uma
hiperfosforilacdo na regido pericentromérica em relacdo ao restante dos bracos
cromossomicos. A fosforilacdo da H3S10f parece ser indispensavel no processo de
condensacao cromossémica ciclo celular dependente, para a coesdo centromérica das
cromatides irmas e reparo do DNA [62, 63].

O padréo de modificacdo de histonas observado no presente trabalho sugere mais uma

vez que, apesar de algumas marcas serem bastante conservadas no genoma dos eucariotos,
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como a anti-H4K5ac e H3S10f, é necessario que outros estudos utilizem um conjunto maior
de anticorpos, possibilitando um melhor entendimento sobre a relagdo dessas marcas com a
organizacdo e estrutura da cromatina. Entretanto, nas espécies aqui analisadas, podemos
observar uma correlacdo positiva entre o estado de condensacdo DNAr 45S com o nivel de
acetilacdo de histonas, uma vez que as RONs também foram hiperacetiladas. As bandas
heterocromaticas pericentroméricas DAPI™ e as bandas terminais parecem se associar com a
metilacdo de histonas. Similar ao que foi observado em Habranthus, que também apresenta
genoma grande (2C = 22, 3 pg) e faz parte da familia Amaryllidaceae, Crinum parece
apresentar um nivel de organizacdo gendmico dos dominios de cromatina mais definido, com
trechos hiperacetilados concentrados nas regides terminais dos cromossomos, quando

comparado a maioria das espécies de tamanho gendmico elevado.
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Tabela 1. Espécies estudadas do género Crinum, seus respectivos locais de coleta, nimero cromossémico diploide (2n), nimero fundamental (NF), variagdo no tamanho
cromossdmico, comprimento cromossdmico total do complemento haploide (tl), média do comprimento cromossémico (C), razdo entre 0 cromossomo maior € 0 menor Cromossomo
do complemento (R), razdo média da relacdo entre os bracos cromossémicos (r), indice de assimetria intracromossémica (A1) e indice de assimetria intercromossémica (A2).

Taxon Coletor Procedéncia* 2n  NF Variagdo no tamanho tl C R r Al A2
cromossomico (pm)

Crinum americanum L. LPFelix, Ilha Comprida, SP 22 44 4,62-11,41 145,33 7,01 3,19 1,69 0,32 0,28
13.829

Crinum asiaticum L. LPFelix, Ilha Comprida, SP 22 44 5,31-17,57 232,72 9,07 3,3 1,70 0,28 0,22
13.804

Crinum ornatum (Aiton) LPFelix, Rio Tinto, PB 22 46 3,37-10,76 153,84 7,39 2,47 2,14 0,25 0,26
Herb. 13.673

* PB= Estado da Paraiba; SP= Estado de Sdo Paulo
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Tabela 2. Resumo das formulas do cariotipicas, nimero de bandas C, CMA®, DAPI", distribuicio dos sitios de DNAr 5S e 45S, modificacBes de histonas especificas da eu- e
heterocromatina de espécies do género Crinum.

Crinum americanum L. Crinum asiaticum L. Crinum ornatum (Aiton) Herb.
Foérmula cariotipica 14M+8SM 10M+12SM 4M+18S+2A
Localizagio das bandas C RONSs RONS Regides terminaiRspre;icentroméricas e
N° de bandas CMA* 2 2 2
N° de bandas DAPI* 0 0 22
N° de sitios de DNAr 5S 4 4 2
N° de sitios de DNAr 45S 2 2 2
H4K5ac Marcacéo nas regides eucromaticas e nas RONs heterocromaticas
H3K27me2 Marcaco dispersa, adicionalmente enriquecido nas bandas C terminais e nas regides pericentroméricas/DAP1*

H3S10f Marcacéo na regido pericentromérica
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Figura 1. Metéafases mitoticas e nucleos interfasicos de Crinum americanum (a-b), C. asiaticum (c-d) e C. ornatum (e-f) corados com Giemsa
(primeira coluna), bandeamento C (segunda coluna), DAPI (terceira coluna), CMA (quarta coluna) e FISH com sondas de DNAr 5S (vermelho) e
45S (verde) (quinta coluna). Inserto em e5 mostra ampliagdo do cromossomo com sitios de DNAs 5S e 45S. Setas em preto indicam as RONs
heterocromaticas. Setas em branco indicam os sitios de DNAr 5S. Barra em f5 representa 10pm.
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Figura 2. Imunodeteccédo das histonas H4K5ac (a-c), H3K27me2 (d-f) e H3S10f (g-i) em ndcleos interfasicos e cromossomos de Crinum ornatum. DAPI foi pseudocorado em vermelho.
Barra em i corresponde a 10um.
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Figura 3. Ciclo de mitético de C. ornatum utilizando a anti-H4K5ac (verde). (a) nicleo interfasico e (b) préfase. (c, d)
metafase e anafase, respectivamente, mostrando RONSs acetiladas (setas). (f) tel6fase. Observe RONs desacetiladas em (a),
(b) e (e). DAPI foi pseudocorado em vermelho. Barra em e corresponde a 10 pum.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

1. A elevada variacdo dos parametros cariomorfomeétricos, o padrdo de localizacdo dos
sitios de DNAr e distribuicdo da heterocromatina em representantes dos géneros Habranthus,
Hippeastrum e Zephyranthes, sdo compativeis com a hipdtese de evolugédo reticulada em
Hippeastrinae;

- a ocorréncia de cariétipo com um par de sitios de DNAr 45S terminais, e um par de sitios de
DNAr 5S poderia ser considerada como o padrdo mais ancestral dentre as linhagens da
subtribo Hippeastrinae;

- sugerimos a transferéncia das espécies Zephyrathes flavissima e Z. mesochloa para o género
Habranthus, que se encontram no mesmo clado e apresentam o0 mesmo padrdo de nimero e

localizacdo de bandas CMA" e niimero de sitios de DNAr 5S.

2. Em Habranthus sylvaticus, diferentemente de estudos prévios nos quais genomas grandes
apresentaram um padrdo de distribuigdo uniforme de marcas de eu- e heterocromatina, a
espécie parece manter um nivel de organizacdo genémico com compartimentos mais
definidos, em relacdo aos dominios de cromatina e organizacdao de suas sequéncias, quando
comparado a maioria das espécies de tamanho gendmico elevado;

- a eucromatina cléssica é diferencialmente acetilada com anti-H4K5, sugerindo que essa
fracdo da cromatina pode néo ser tdo conservada e apresentar variagdes quanto aos padrdes de
modifica¢Ges das histonas H3 e H4;

- a forte acetilacdo da H4K5 na heterocromatina CMADNAr 458, restrita a apenas algumas
fases do ciclo mitotico, confirmou uma dindmica da RON ciclo celular-dependente, vista em

varias espécies.

3. A andlise com os fluorocromos CMA e DAPI, bandeamento C e FISH nas espécies
Crinum americanum e C. asiaticum difere em termos citol6gicos da espécie C. ornatum. No
entanto, os dados citogenéticos corroboram as semelhancas morfologicas vegetativas,
evidenciando tendéncias morfoldgicas e citoldgicas na filogenia do grupo;

- nas trés espécies de Crinum analisadas aqui, podemos observar uma correlacdo positiva da
heterocromatina mais descondensada do DNAr 45S com a acetilacdo de histonas (H4K5ac),
uma vez que as RONs também foram hiperacetiladas;

- as bandas heterocromaticas pericentroméricas DAPI” e as bandas terminais de Crinum

ornatum parecem se associar com a metilagio de histonas (H3K27me2).
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Figura 1: lustracdo de alguns representantes de Amaryllidaceae. (a) Crinum americanum, Ilha Comprida, SP; (b) C. asiaticum,
Ilha Comprida, SP; (c) C. ornatum, Rio Tinto, PB; (d) Hippeastrum glaucescens, Morro do Chapéu, BA; () H. puniceum,
Igarassu, PE; (f) H. striatum, Palmeiras, BA; (g) H. stylosum, Rio Tinto, PB; (h) Habranthus brachyandrus, Cacapava do Sul,
RS; (i) H. sylvaticus, Petrolina, PE; (j) Zephyranthes flavissima, Alegrete, RS; (k) Z. mesochloa, Bagé, RS; () Z. aff. stellaris,
Morro do Chapéu, BA. Fonte: Leonardo Felix, Erton Mendonga, Emmanuelly Xavier.
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sec; Myr for million years). Use the negative index (m-1, I-1, h-1) except in cases such as 'per
plant’). Avoid elaborate tables of original or derived data, long lists of species, etc.; if such data
are absolutely essential, then they should be presented as online-only supporting information.
Avoid footnotes, and keep cross references by page to an absolute minimum.

References
We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference

management and formatting.

EndNote reference styles can be searched for here:


http://ibot.sav.sk/icbn/main.htm
http://iczn.org/code
http://www.endnote.com/
http://www.refman.com/
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http://www.endnote.com/support/enstyles.asp
Reference Manager reference styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp

In the text, give references in the following forms: 'Stork (1988) said', 'Stork (1988: 331)' where
it is desired to refer to a specific page, and '(Rapport, 1983)" where giving reference simply as
authority for a statement. Note that names of joint authors are connected by '&' in the text. When
papers are by three authors, use all names on the first mention and thereafter abbreviate to the
first name et al. For papers by four or more authors, use et al. throughout.

The list of references must include all publications cited in the text but only these. Prior to
submission, make certain that all references in the text agree with those in the references section,
and that spelling is consistent throughout. In the list of references, titles of periodicals must be
given in full, not abbreviated. For books, give the title, place of publication, name of publisher (if
after 1930), and indication of edition if not the first. In papers with half-tones, plate or figure
citations are required only if they fall outside the pagination of the reference cited. References
should conform as exactly as possible to one of these four styles, according to the type of
publication cited.

Braby MF, Eastwood R, Murray N. 2012. The subspecies concept in butterflies: has its
application in taxonomy and conservation biology outlived its usefulness? Biological Journal of
the Linnean Society 106: 699-716.

Sokal RR, Rohlf FJ. 1995.Biometry. New York, NY: W.H. Freeman and Co.
Ronkal J, Borchsenius F, Asmussen-Lange CB, Balslev H. 2010. Divergence times in tribe
Geonomateae (Aceraceae) coincide with Tertiary geological events. In: Seberg O, Petersen G,
Barfod AS, Davis JI, eds. Diversity, phylogeny, and evolution of the monocotyledons. Aarhus:
Aarhus University Press, 245-265.

Gay HJ. 1990. The ant association and structural rhizome modifications of the far eastern fern
genus Lecanopteris (Polypodiaceae). Unpublished D. Phil. Thesis, Oxford University.
Maddison WP, Maddison DR. 2006. Mesquite: a modular system for evolutionary analysis,
Version 1.12. Available at: http://mesquiteproject.org

Other citations such as papers 'in press’ may appear on the list but not papers 'submitted’, 'in
review' or 'in preparation'. A personal communication may be cited in the text but not in the
reference list. Please give the initials and surnames for all authors of personal communications
and unpublished data.

In the case of taxonomic reviews, authors are requested to include full references for taxonomic
authorities.

Give foreign language references in ordinary English alphabetic form (but copy accents in
French, German, Spanish, etc.), if necessary transliterating in accordance with a recognized
scheme. For the Cyrillic alphabet use British Standard BS 2979 (1958). If only a published
translation has been consulted, cite the translation, not the original. Add translations not supplied
by the author of the reference in square brackets.


http://www.endnote.com/support/enstyles.asp
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp
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Tables

Keep these as simple as possible, with few horizontal and, preferably, no vertical rules. When
assembling complex tables and data matrices, bear the dimensions of the printed page (225 x 168
mm) in mind; reducing typesize to accommodate a multiplicity of columns will affect legibility.

Illustrations

These normally include (1) half-tones reproduced from photographs, (2) black and white figures
reproduced from drawings and (3) diagrams. Use one consecutive set of Arabic numbers for all
illustrations (do not separate ‘Plates’ and Text-figures' - treat all as 'Figures'). Figures should be
numbered in the order in which they are cited in the text. Use upper case letters for subdivisions
(e.g. Figure 1A-D) of figures; all other lettering should be lower case.

1. Half-tones reproduced from photographs
Increasingly, authors' original images are captured digitally rather than by conventional film
photography. In these cases, please use settings on your equipment for the highest possible
image quality (minimum 300dpi).

Desktop technology now allows authors to prepare plates by scanning photographic
originals and then labelling them using graphics programs such as Adobe Illustrator. These
are acceptable provided:

2. Resolution is a minimum of 300 dpi at the final required image size. The labelling and
any line drawings in a composite figure should be added in vector format. If any labelling or
line drawings are embedded in the file then the resolution must be a minimum of 800 dpi.
Please note that vector format labelling will give the best results for the online version of
your paper.

3. Electronic files are saved uncompressed as TIFF or EPS files.

In the case that it is not possible to provide electronic versions, please supply photographic prints
with labelling applied to a transparent overlay or to a photocopy.

Grouping and mounting: when grouping photographs, aim to make the dimensions of the group
(including guttering of 2 mm between each picture) as close as possible to the page dimensions
of 168 x 225 mm, thereby optimizing use of the available space. Remember that grouping
photographs of varied contrast can result in poor reproduction. If supplied as photographic prints,
the group should be mounted on thin card. Take care to keep the surface of the prints clean and
free of adhesive. Always provide overlays to protect the photographs from damage.

Lettering and numbering: If supplied as photogarphic prints, letters and numbers should be
applied in the form of dry-transfer (‘Letraset’) letters, numbers, arrows and scale bars, but not
measurements (values), to transparent overlays in the required positions, rather than to the
photographs themselves; this helps to avoid making pressure marks on the delicate surface of the
prints, and facilitates relabelling, should this be required. Alternatively, pencilled instructions
can be indicated on duplicates or photocopies marked 'FOR LABELLING ONLY". Self-adhesive
labels should be avoided, but if they are used, they should not be attached directly to either
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photographs or overlays, but to photocopies, to indicate where they are to be positioned.
Labelling will be inserted electronically by the typesetter in due course.

Colour: Online-only colour in figures is free of charge, however it is essential in these cases that
the figure legends apply equally well to both printed greyscale and online colour versions, and
do not specifically refer to the colour. Alternatively you can opt for paid full colour (see the
Colour Work Agreement Form here)*, covering the full cost of reproduction, such that colour is
used both in the hardcopy and online. In this case, legends may make reference to colour if
necessary, such as for a key. If your paper is accepted and you have opted for paid full colour,
we will need a completed Colour Work Agreement Form. Colour illustrations will be
published free of charge provided that the colour is deemed essential by the Editor for
interpretation of the figure.

*Please note that we are no longer able to accept electronic or scanned copies of Colour Work
Agreement Forms. Please print out the form and return a signed hard copy to the production
editor at the following address:

Production Editor - Biological Journal of the Linnean Society, Journals Content Management,
Life Sciences, Wiley Blackwell, John Wiley & Sons, 9600 Garsington Road, Oxford, OX4 2DQ,
UK

Black and white figures reproduced from drawings

These should be scanned at a minimum resolution of 800 dpi and supplied in TIFF format.
Please note that JPEG, Powerpoint and doc files are not suitable for publication. If is is not
possible to provide electronic versions, the figures supplied should be in black ink on white card
or paper. Lines must be clean and heavy enough to stand reduction; drawings should be no more
than twice page size. The maximum dimensions of published figures are 168 x 225 mm. Scale
bars are the most satisfactory way of indicating magnification. Take account of proposed
reduction when lettering drawings; if you cannot provide competent lettering, it may be pencilled
in on a photocopy.

Diagrams

In most instances the author's electronic versions of diagrams are used and may be re-labelled to
conform to journal style. These should be supplied as vector format Encapsulated PostScript
(EPS) files. Please note that diagrams or graphs will not reproduce well in the online version of
your paper unless they are in vector format due to low maximum screen resolution.

Type legends for Figures in numerical order on a separate sheet. Where a 'key' is required for
abbreviations used in more than one Figure, this should be included as a section of the main text.
Authors whose manuscripts contain large phylogenies, and who feel that these cannot be
represented well in the standard page format, may opt to pay for fold-out pages as part of their
article (see the Fold-Out Agreement Form here). Please note that fold-out pages will be included
only with the Editor's agreement.

Authors wishing to use illustrations already published must obtain written permission
from the copyright holder before submitting the manuscript. Authors may, in the first
instance, submit good xerox or photographic copies of figures rather than the originals.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8312/homepage/BIJ__SN_Sub2000_F_CoW_1_.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1095-8312/homepage/linnsoc_foldout_1_.pdf
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Detailed instructions on preparing illustrations in electronic form are available here.

Proofs

Authors may be charged for alterations at proof stage (other than printer's errors) if they are
numerous.

Supporting Information

Authors wishing to submit material to be hosted as online supporting information should consult
the author guidelines here. Authors should note that the Editor may suggest that figures, tables,
and lists not deemed necessary for the understanding of the paper should be published online as
supporting information.

Please follow these guidelines carefully:
. Include all parts of the text of the paper in a single .doc or .rtf file. The ideal sequence is:
(1) Header (running heads; correspondence; title; authors; addresses; abstract; additional
keywords, etc.). (2) Body of article. (3) Acknowledgements. (4) References. (5) Figure
Legends. (6) Tables (for each table, the legend should be placed before the body of the
table). (7) Appendices.

Include all figure legends, and tables with their legends if available.

Do not embed figures in the text file

Do not use the carriage return (enter) at the end of lines within a paragraph.

Turn the hyphenation option off.

Specify any special characters used to represent non-keyboard characters.

Take care not to use | (ell) for 1 (one), O (capital o) for 0 (zero) or B (German esszett) for
R (beta).
Copyright
Authors receiving requests for permission to reproduce work published by the Linnean Society
should contact Wiley Blackwell Publishing for advice.

CrossCheck

The Biological Journal of the Linnean Society employs a plagiarism detection system. By
submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript may be screened for
plagiarism against previously published works.

Pre-submission English-language editing

Authors for whom English is a second language may choose to have their manuscript
professionally edited before submission to improve the English. A list of independent suppliers
of editing services can be found here. All services are paid for and arranged by the author, and
use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for publication.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp
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O PLOS | one

Normas do periodico PLOS ONE

PLOS ONE Manuscript Guidelines

1. Format Requirements

PLOS ONE does not consider presubmission inquiries. All submissions should be prepared with
the following files:

1. Cover letter

2. Manuscript, including tables and figure legends

3. Figures (guidelines for preparing figures can be found at the Figure and Table
Guidelines)

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from professional
editing are encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this service
is the responsibility of the author, and should be done before initial submission. These services
can be found on the web using search terms like "scientific editing service" or "manuscript
editing service." Submissions are not copyedited before publication.

In addition to the guidelines below, please refer to our downloadable sample files to make sure
that your submission meets our formatting requirements:

. Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)

. Download full manuscript sample (PDF)

Submissions that do not meet the PLOS ONE Publication Criterion for language standards may
be rejected.

Cover Letter

You should supply an approximately one page cover letter that:

. Concisely summarizes why your paper is a valuable addition to the scientific literature
. Briefly relates your study to previously published work
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. Specifies the type of article you are submitting (for example, research article, systematic
review, meta-analysis, clinical trial)

. Describes any prior interactions with PLOS regarding the submitted manuscript

. Suggests appropriate PLOS ONE Academic Editors to handle your manuscript (view
a complete listing of our academic editors)

. Lists any recommended or opposed reviewers

Your cover letter should not include requests to reduce or waive publication fees. Should your
manuscript be accepted, you will have the opportunity to include your requests at that time.
See PLOS ONE Editorial Policy for more information regarding publication fees.

Manuscript Organization

PLOS ONE considers manuscripts of any length. There are no explicit restrictions for the number
of words, figures, or the length of the supporting information, although we encourage a concise
and accessible writing style. We will not consider monographs.

All manuscripts should be double-spaced and include line numbers and page numbers.

Manuscripts should begin with the ordered sections:

. Title

. Authors

. Affiliations
. Abstract

. Introduction

and end with the sections of:

. Acknowledgments

. References

. Figure Legends

. Supporting Information Captions
. Tables

Figures should not be included in the main manuscript file. Each figure must be prepared
and submitted as an individual file. Find more information about preparing figures here.

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page of the
manuscript file.

There are no explicit requirements for section organization between these beginning and ending
sections. Articles may be organized in different ways and with different section titles, according
to the authors' preference. In most cases, internal sections include:

o Materials and Methods
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. Results
. Discussion
. Conclusions (optional)

PLOS ONE has no specific requirements for the order of these sections, and in some cases it may
be appropriate to combine sections. Guidelines for individual sections can be found below.

Abbreviations should be kept to a minimum and defined upon first use in the text. Non-standard
abbreviations should not be used unless they appear at least three times in the text.

Standardized nomenclature should be used as appropriate, including appropriate usage of species
names and Sl units.

PLOS articles do not support text footnotes. If your accepted submission contains footnotes, you
will be asked to move that material into either the main text or the reference list, depending on
the content.

Manuscript File Requirements

Authors may submit their manuscript files in Word (as .doc or .docx), LaTeX (as .pdf), or RTF
format. Word files must not be protected.

LaTeX Submissions. If you would like to submit your manuscript using LaTeX, you must
author your article using the PLOS ONE LaTeX template and BibTeX style sheet. Articles
prepared in LaTeX may be submitted in PDF format for use during the review process. After
acceptance, however, .tex files will be required. Please consult our LaTeX guidelines for a list of
what will be required.

Microsoft Word Submissions with Equations. If your manuscript is or will be in Microsoft
Word and contains equations, you must follow the instructions below to make sure that your
equations are editable when the file enters production.

1. Format display equations only in MathType
(http://www.dessci.com/en/products/mathtype/).
2. Do not use Equations tools or Symbol font for any equation formatting. If your inline

equations require special formatting, use MathType.

3. Do not use Graphic Objects.

If you have already composed your article in Microsoft Word and used its built-in equation
editing tool, your equations will become unusable during the typesetting process. To resolve this
problem, re-key your equations using MathType.

If you do not follow these instructions, PLOS will not be able to accept your file.

2. Guidelines for Standard Sections
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Title

Manuscripts must be submitted with both a full title and a short title, which will appear at the top
of the PDF upon publication if accepted. Only the full title should be included in the manuscript
file; the short title will be entered during the online submission process.

The full title must be 250 characters or fewer. It should be specific, descriptive, concise, and
comprehensible to readers outside the subject field. Avoid abbreviations if possible. Where
appropriate, authors should include the species or model system used (for biological papers) or
type of study design (for clinical papers).

Examples:

. Impact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis
elegans Model

. Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in Rural
Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial

The short title must be 50 characters or fewer and should state the topic of the paper.

Authors and Affiliations

All author names should be listed in the following order:

. First names (or initials, if used),
. Middle names (or initials, if used), and
. Last names (surname, family name)

Each author should list an associated department, university, or organizational affiliation and its
location, including city, state/province (if applicable), and country. If the article has been
submitted on behalf of a consortium, all author names and affiliations should be listed at the end
of the article.

This information cannot be changed after initial submission, so please ensure that it is
correct.

To qualify for authorship, one should contribute to all of the following:

1. Conception and design of the work, acquisition of data, or analysis and interpretation of
data

2. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content

3. Final approval of the version to be published

4. Agreement to be accountable for all aspects of the work

All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those who qualify should
be listed. Each author must have participated sufficiently in the work to take public responsibility
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for appropriate portions of the content. Those who contributed to the work but do not qualify for
authorship should be listed in the acknowledgments.

When a large group or center has conducted the work, the author list should include the
individuals whose contributions meet the criteria defined above, as well as the group name.

All authors must approve the final manuscript before submission. PLOS ONE will contact all
authors by email at submission to ensure that they are aware of the submission of the manuscript.

One author should be designated as the corresponding author, and his or her email address or
other contact information should be included on the manuscript cover page. This information
will be published with the article if accepted.

See the PLOS Editorial and Publishing Policies for more information.

Abstract

The abstract should:

. Describe the main objective(s) of the study

. Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail

. Summarize the most important results and their significance

. Not exceed 300 words

Abstracts should not include:

. Citations
. Abbreviations, if possible

Introduction

The introduction should:

. Provide background that puts the manuscript into context and allows readers outside the
field to understand the purpose and significance of the study

. Define the problem addressed and why it is important

. Include a brief review of the key literature

. Note any relevant controversies or disagreements in the field

. Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment about

whether that aim was achieved
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Materials and Methods

This section should provide enough detail to allow suitably skilled investigators to fully replicate
your study. Specific information and/or protocols for new methods should be included in detail.
If materials, methods, and protocols are well established, authors may cite articles where those
protocols are described in detail, but the submission should include sufficient information to be
understood independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established methods as
Supporting Information. Further information about formatting Supporting Information files, can
be found here.

Methods sections of papers on research using human or animal subjects and/or tissue or field
sampling must include required ethics statements. See theReporting Guidelines for human
research, clinical trials, animal research, and observational and field studies for more
information.

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly available
database should specify where the data have been deposited and provide the relevant accession
numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers should be provided in
parentheses after the entity on first use. If the accession numbers have not yet been obtained at
the time of submission, please state that they will be provided during review. They must be
provided prior to publication. A list of recommended repositories for different types of data can
be found here.

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines used. See
the Reporting Guidelines for cell line research for more information.

Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow the Reporting
Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal taxon.

Results, Discussion, and Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed Results/Discussion
section (commonly labeled "Results and Discussion™ or a mixed Discussion/Conclusions
section (commonly labeled "Discussion™). These sections may be further divided into
subsections, each with a concise subheading, as appropriate. These sections have no word limit,
but the language should be clear and concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the interpretation of these
results, and the conclusions that can be drawn. Authors should explain how the results relate to
the hypothesis presented as the basis of the study and provide a succinct explanation of the
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implications of the findings, particularly in relation to previous related studies and potential
future directions for research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so authors should
avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONEPublication Criteria for more
information.

Acknowledgments

People who contributed to the work but do not fit the PLOS ONE authorship criteria should be
listed in the acknowledgments, along with their contributions. You must ensure that anyone
named in the acknowledgments agrees to being so named.

Funding sources should not be included in the acknowledgments, or anywhere in the manuscript
file. You will provide this information during the manuscript submission process.

References

General guidelines

. Authors may cite any and all available works in the reference list.

. Authors may not cite unavailable and unpublished work, including manuscripts that have
been submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”).

. If an article is submitted to a journal and also publicly available as a pre-print, the pre-
print may be cited.

. If related work has been submitted to PLOS ONE or elsewhere, authors should include a
copy with the submitted article as confidential supplementary information, for review purposes
only.

. Authors should not state 'unpublished work' or ‘data not shown," but instead include those

data as supplementary material or deposit the data in a publicly available database.
Reference formatting

References must be listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they
appear in the text. In the text, citations should be indicated by the reference number in brackets.
Journal name abbreviations should be those found in the NCBI databases. A number of reference
software companies supply PLOS style files (e.g., Reference Manager, EndNote).

References should be formatted as follows:

. Published papers. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, et al. (2011) cDNA,
genomic sequence cloning and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant
panda (Ailuropoda melanoleuca). Genet Mol Res 10: 1576-1588.
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Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in
addition to traditional volume and page numbers.

. Accepted, unpublished papers. Same as above, but “In press” appears instead of the
page numbers.

. Electronic journal articles. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM (2005) The
health impacts of globalisation: a conceptual framework. Global Health 1. 14. Available:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14. Accessed 25 January 2012.

. Books. Bates B (1992) Bargaining for life: A social history of tuberculosis. Philadelphia:
University of Pennsylvania Press. 435 p.

. Book chapters Hansen B (1991) New York City epidemics and history for the public. In:
Harden VA, Risse GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health.
pp. 21-28.

. Published media, not peer-reviewed. Examples: print or online newspapers and
magazine articles. Fountain H (29 Jan 2014). For Already Vulnerable Penguins, Study Finds
Climate Change Is Another Danger. The New York Times.
Available:http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-
penguins-study-finds.html. Accessed 17 March 2014.

. New media, unregulated. Examples: blogs, websites, and other written works. Allen
L (01 Sept 2010) Announcing PLOS Blogs.
Available:http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/. Accessed 17 March 2014.

. Master of Science and Doctor of Philosophy theses. Wells A (1999) Exploring the
development of the independent, electronic, scholarly journal. M.Sc. Thesis, The University of
Sheffield. Available: http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09. Accessed 17 March
2014.

. Databases and repositories. Examples: figshare, archive.com. Roberts SB (2013)
QPX Genome Browser Feature Tracks. Database:
figshare.http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214. Accessed
17 March 2014.

. Multimedia. Examples: videos, movies, and TV shows. Hitchcock A, producer and
director (1954) Rear Window [Film]. Los Angeles: MGM.
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Figure Legends

Figures should not be included in the manuscript file, but figure legends should be. Guidelines
for preparing figures can be found here.

Figure legends should describe the key messages of a figure. Legends should have a short title of
15 words or less. The full legend should have a description of the figure and allow readers to
understand the figure without referring to the text. The legend itself should be succinct, avoid
lengthy descriptions of methods, and define all non-standard symbols and abbreviations.

Further information about figure legends can be found in the Figure Guidelines.

Supporting Information Captions

Because Supporting Information is accessed via a hyperlink attached to its captions, captions
must be listed in the article file. Do not submit a separate caption file. It is acceptable to have
them in the file itself in addition, but they must be in the article file for access to be possible in
the published version.

The file category name and number is required, and a one-line title is highly recommended. A
legend can also be included but is not required. Supporting Information captions should be
formatted as follows.

Text S1. Title is strongly recommended. Legend is optional.
Please see our Supporting Information guidelines for more details.

Data Reporting Guidelines

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted manuscript should
be deposited in an appropriate public repository, unless already provided as part of the submitted
article. Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types
of structured data, or generalist repositories that accept multiple data types. We recommend that
authors select repositories appropriate to their field. Repositories may be subject-specific (eg,
GenBank for sequences and PDB for structures), general, or institutional, as long as DOIs or
accession numbers are provided and the data are at least as open as CCBY. Authors are
encouraged to select repositories that meet accepted criteria as trustworthy digital repositories,
such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal of Approval. Large,
international databases are more likely to persist than small, local ones.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have integrated our
submission process with a select set of data repositories. The list is neither representative nor
exhaustive of the suitable repositories available to authors. Current repository integration
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partners include: Dryad and figshare. Please contact data@plos.org to make recommendations
for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner repository:

Deposit data in the integrated repository of choice. Once deposition is final and complete, the
repository will provide the author with a dataset DOI (provisional) and private URL for
reviewers to gain access to the data. Enter the given data DOI into the full Data Availability
Statement, which is requested in the Additional Information section of the PLOS Submission
form. Then provide the URL passcode in the Attach Files section. If you have any questions,
please contact us at plosone@plos.org

Accession Numbers

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public resources. Please
provide the relevant accession numbers (and version numbers, if appropriate). Accession
numbers should be provided in parentheses after the entity on first use. Suggested databases
include, but are not limited to:

. ArrayExpress

. BioModels Database

. Database of Interacting Proteins

. DNA Data Bank of Japan [DDBJ]
. DRYAD

. EMBL Nucleotide Sequence Database
. GenBank

. Gene Expression Omnibus [GEQ]
. Protein Data Bank

. UniProtKB/Swiss-Prot

. ClinicalTrials.gov

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities
such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database,
for example:

. Ensembl
. Entrez Gene
. FlyBase
. InterPro

. Mouse Genome Database (MGD)
. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

. PubChem
Providing accession numbers allows linking to and from established databases and integrates
your article with a broader collection of scientific information.
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Striking Images

Authors are encouraged to upload a "striking image" that may be used to represent their paper
online in places like the journal homepage or in search results. The striking image must be
derived from a figure or supporting information file from the paper, ie. a cropped portion of an
image or the entire image. Striking images should ideally be high resolution, eye-catching, single
panel images, and should ideally avoid containing added details such as text, scale bars, and
arrows. If no striking image is uploaded, a figure from the paper will be designated as the
striking image.

Please keep in mind that PLOS's Creative Commons Attribution License applies to striking
images. As such, do not submit any figures or photos that have been previously copyrighted
unless you have express written permission from the copyright holder to publish under the
CCAL license. Note that all published materials in PLOS ONE are freely available online, and
any third party is permitted to read, download, copy, distribute, and use these materials in any
way, even commercially, with proper attribution.

Care should be taken with the following image types in particular:

1. PLOS ONE is unable to publish any images generated by Google software (Google
Maps, Street View, and Earth)

2. Maps in general are usually copyrighted, especially satellite maps
3. Photographs

4. Commercial or government images, slogans, or logos

5. Images from Facebook or Twitter

Authors must also take special care when submitting manuscripts that contain potentially
identifying images of people. Identifying information should not be included in the manuscript
unless the information is crucial and the individual has provided written consent by completing
the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF).

For license inquiries, e-mail license [at] plos.org.

Tables

Tables should be included at the end of the manuscript. All tables should have a concise title.
Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations should be indicated using the same
style as outlined above. Tables occupying more than one printed page should be avoided, if
possible. Larger tables can be published as Supporting Information. Please ensure that table
formatting conforms to our Guidelines for table preparation.

3. Specific Reporting Guidelines
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Antibodies

Manuscripts reporting experiments using antibodies should include the following information:

. The name of each antibody, a description of whether it is monoclonal or polyclonal, and
the host species

. The commercial supplier or source laboratory

. The catalogue or clone number and, if known, the batch number

. The antigen(s) used to raise the antibody

. For established antibodies, authors are encouraged to supply a stable public identifier

from the Antibody Registry (www.antibodyregistry.org).
Authors should also report the following experimental details:

. The final antibody concentration or dilution

. A reference to the validation study if the antibody was previously validated, and if not,
details of how the authors validated the antibody for the applications and species used. Authors
should consider adding information on new validations to a publicly available database such
as Antibodypediaor CiteAb.



